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“Para ir a donde no se sabe hay que ir 
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La esteatosis y apoptosis cardiaca son procesos clave en la miocardiopatía diabética, pero los 
mecanismos subyacentes causantes de estos eventos no son bien conocidos, lo que genera una carencia 
en su tratamiento. En este sentido, un fármaco bloqueante del receptor de mineralocorticoides, la 
eplerenona, ha demostrado propiedades anti-fibróticas en pacientes diabéticos y modelos experimentales. 
Sin embargo, se desconoce su efecto sobre la esteatosis y apoptosis cardiaca. En un modelo crónico de 
ratas diabéticas tipo-II obesas observamos un aumento de los niveles de glucosa, aldosterona y lípidos 
circulantes. Además, había un incremento de fibrosis, apoptosis y esteatosis cardiaca en paralelo a 
disfunción diastólica y estimulación de transportadores de ácidos grasos (FAT/CD36 y FABP3), enzimas de 
la β-oxidación y proteínas pro-oxidantes/apoptóticas. El tratamiento con eplerenona atenuó la hiperlipemia 
y esteatosis, y redujo la expresión de FAT/CD36 y FABP3, y la formación de metabolitos lipotóxicos en 
ausencia de cambios en la glicemia. En cultivos de cardiomiocitos, el exceso de ácido graso saturado 
provocó un aumento en la acumulación de triglicéridos y ceramidas así como un incremento en la 
producción de factores pro-oxidantes/apoptóticos. Estos eventos también fueron mitigados por eplerenona. 
El tratamiento con eplerenona podría, por tanto, mejorar la función cardiaca en diabetes tipo-II y obesidad 
a través de la reducción de los procesos de esteatosis, apoptosis y oxidación cardiaca. Incluso en presencia 
de elevadas concentraciones de glucosa, nuestro trabajo aboga por el control de la lipotoxicidad cardiaca 
para paliar el desarrollo de miocardiopatía diabética. Por otro lado, en un modelo crónico de ratas diabéticas 
tipo-II, la administración de sitagliptina, un fármaco antidiabético inhibidor de la enzima DPP-4, incrementó 
los niveles de incretina GLP-1 y redujo la hiperglicemia y resistencia a insulina, sin afectar al perfil lipídico. 
Además, la sitagliptina estimuló la translocación al sarcolema del transportador de glucosa Glut4 en 
detrimento de FAT/CD36. Por tanto, el tratamiento con sitagliptina podría mejorar la función cardiaca en 
diabetes tipo-II mediante el aumento de la sensibilidad a insulina y por regulación directa de la asimilación 















 Cardiac steatosis and apoptosis are key processes in diabetic cardiomyopathy, but the underlying 
mechanisms are not well known, leading to a lack of treatment. In this regard, a blocking agent for 
mineralocorticoid receptors, eplerenone, has demonstrated anti-fibrotic properties in diabetic patients and 
experimental models. However, its effect on cardiac steatosis and apoptosis is unknown. In a chronic model 
of type-II diabetic/obese rats we observed high levels of plasma glucose, lipids and aldosterone. In the heart, 
there was an increase of fibrosis, steatosis, apoptosis and diastolic dysfunction, and also, an stimulation of 
fatty acid transporters (FAT/CD36 and FABP3), β-oxidation enzymes and pro-oxidant/apoptotic molecules. 
Interestingly, eplerenone administration attenuated hyperlipidemia and steatosis, and reduced the 
expression of FAT/CD36 and FABP3, and the formation of lipotoxic metabolites in the absence of changes 
in glycemia. In cultured cardiomyocytes, an excess of saturated fatty acid caused an increase in the 
accumulation of triglycerides and ceramides and overproduction of pro-oxidant/apoptotic factors. These 
events were also mitigated by eplerenone. Thus, eplerenone could improve cardiac function in type-II 
diabetes and obesity by reducing steatosis processes, oxidation and apoptosis. Even in the presence of high 
concentrations of glucose, our work advocates the control of cardiac lipotoxicity to reduce the development 
of diabetic cardiomyopathy. Furthermore, in a chronic model of type-II diabetic rats, sitagliptin, an antidiabetic 
drug inhibiting DPP-4 enzyme, increased levels of incretin GLP-1 and reduced hyperglycemia and insulin 
resistance without affecting the lipid profile. Sitagliptin stimulated translocation to sarcolemma of glucose 
transporter Glut4 in detriment of FAT/CD36. Therefore, sitagliptin could improve cardiac function in type-II 
diabetes by increasing insulin sensitivity and by direct regulation of glucose and fatty acids uptake in the 
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1. Diabetes Mellitus 
La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad endocrino-metabólica crónica y multifactorial debida 
inicialmente a una alteración en la homeostasis de la glucosa que aparece cuando las células-β del 
páncreas no producen insulina suficiente o cuando ésta no se utiliza eficazmente [2]. DM es la quinta causa 
de mortalidad a nivel mundial. Actualmente se estima que hay más de 382 millones de personas que 
padecen DM, lo que equivale a un 8% de la población mundial, pero esta cifra podría ser mucho mayor 
debido a que millones de personas padecen la enfermedad pero no están diagnosticadas (figura 1). De 
éstos pacientes, el 80% vive en países en vías de desarrollo o subdesarrollados. 
 
 
Figura 1 - Incidencia mundial de DM. Por regiones, millones de sujetos con DM en 2013 (la semicircunferencia negra 
representa los casos sin diagnosticar). Esquema adaptado de la IDF (Federación Intenacional de Diabetes), 2013. 
 
Lamentablemente, en 2035 el número de pacientes con DM podría alcanzar los 592 millones [3]. 
El cambio de hábitos de vida y la obesidad frecuentemente asociada, favorecen el aumento de esta 
patología. En España existen más de 3 millones de casos diagnosticados, lo que supone un 10,8% de la 
población adulta. De seguir la tendencia actual, en 2035 este porcentaje podría alcanzar el 15%. La DM 
supone, además, unos costes socio-económicos a nivel mundial de 548.000 millones de dólares que, en 
2035 se estima pudieran alcanzar los 627.000 millones.Se han descrito dos variantes principales de DM: 






1.1. DM tipo-I (DM1) 
También llamada juvenil o insulino-dependiente. Se caracteriza por una producción deficiente de 
insulina debido generalmente a una respuesta autoinmune que provoca la destrucción de las células-β 
pancreáticas, lo que induce una carencia en la asimilación de glucosa por los tejidos y un exceso de glucosa 
circulante (hiperglicemia) [4]. Sus síntomas consisten, entre otros, en excreción excesiva de orina (poliuria), 
sed (polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio. Estos 
pacientes, si no reciben el tratamiento adecuado podrían desarrollar DM tipo-II dependiendo de factores 
genéticos y ambientales. El principal parámetro que refleja el índice hiperglicémico es la hemoglobina 
glicosilada (HbA1c) que en el paciente DM1 supera el 7%. Cada punto de HbA1c equivale a un aumento de 
28-29 mg/dl de glucosa en sangre y se correlaciona con aproximadamente un 11% de aumento de 
mortalidad de origen cardiovascular [5]. 
1.2. DM tipo-II (DM2) 
También llamada diabetes de inicio en la edad adulta o insulino-independiente, se desarrolla a causa 
de un uso ineficaz de la insulina. La DM2 se caracteriza por presentar hiperglicemia, e hiperinsulinemia en 
estados iniciales debido a un mecanismo compensador del páncreas que evoluciona hacia un estado de 
resistencia a insulina en los tejidos periféricos y posterior deficiencia en la producción de ésta, e 
hiperlipidemia. La resistencia a insulina es el principal rasgo de la DM2 y podría preceder a su diagnóstico 
por 10-20 años [6]. La DM2, que representa el 90% de los casos de DM, podría incrementarse debido a 
comorbilidades como la obesidad y dislipemia [7]. De hecho, el riesgo de padecer DM aumenta de forma 
progresiva conforme lo hace el índice de masa corporal. En este sentido, alrededor de un 80% de pacientes 
DM2 presentan sobrepeso u obesidad [8]. Los síntomas pueden ser similares a los de la DM1 pero, a 
menudo, menos intensos. En consecuencia, la enfermedad suele ser asintomática y diagnosticarse con 
varios años de evolución (entre 15 y 20), tras la aparición de complicaciones cardiovasculares.  
 La relación entre la DM y el fallo cardiaco es bidireccional. No sólo los pacientes con DM tienen un 
mayor riesgo de padecer fallo cardiaco sino que también un paciente con fallo cardiaco tiene una alta 
probabilidad de desarrollar DM, debido a la mayor propensión a sufrir resistencia a insulina, una condición 
asociada con el aumento del riesgo de padecer DM2 y enfermedad cardiovascular [9]. Estudios 
epidemiológicos han demostrado que las complicaciones cardiovasculares son más comunes (2-4 veces) 
entre los pacientes DM2 que en la población no diabética, propiciando un peor pronóstico del paciente DM2 
y siendo responsable del 80% de la mortalidad [10]. 
2. Miocardiopatía diabética 
Nuestro grupo de trabajo se ha especializado en el efecto directo de la DM sobre el corazón. A 
pesar de la existencia de complicaciones micro- (retinopatía, nefropatía y neuropatía) y macrovasculares 
(enfermedad arterial coronaria e ictus), la DM puede afectar directamente a tejidos periféricos como el 
miocardio [11]. En 1972 se describieron cuatro pacientes con DM y fallo cardiaco sin hipertensión o 
enfermedad coronaria [12]. La disección anatómica de sus corazones reveló hipertrofia del ventrículo 
izquierdo (VI) y fibrosis, sin evidencia de ateroma coronario o cualquier otra patología cardiaca. Esta entidad 
clínica se consideró independiente y recibió el nombre de miocardiopatía diabética (MCD). Alrededor de la 
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mitad de pacientes DM sin patología vascular pueden sufrir enfermedad cardiaca [13]. La patogénesis de 
la MCD es multifactorial y se caracteriza por cambios funcionales, estructurales y metabólicos en el corazón 
que pueden concurrir de forma sinérgica (figura 2).  
2.1. Alteraciones funcionales en MCD 
La MCD se caracteriza en etapas tempranas por disfunción diastólica e hipertrofia ventricular y en 
etapas más avanzadas por disfunción sistólica que progresa hacia fallo cardiaco y/o infarto agudo de 
miocardio (figura 2) [14]. La prevalencia de fallo cardiaco con función sistólica preservada en pacientes con 
DM oscila entre el 19% y el 26%, por lo que la MCD puede ser asintomática durante mucho tiempo [15]. 
Posteriormente, los pacientes muestran disfunción tanto diastólica como sistólica acompañada de una 
reducción de la fracción de eyección (EF) y dilatación del VI. 
 
Figura 2 - Desarrollo de la MCD como resultado de alteraciones moleculares, estructurales, y funcionales. Las 
alteraciones metabólicas producidas en el seno de la DM2 provocan cambios en la estructura y funcionalidad de los 
cardiomiocitos ya en los primeros días, anomalías en la función contráctil en las primeras semanas, y cambios 
morfológicos y funcionales en los meses posteriores al debut de la enfermedad [16]. IC: Insuficiencia cardiaca; IAM: 
infarto agudo de miocardio. 
2.1.1. Disfunción diastólica 
La fase diastólica de la función cardiaca incluye dos procesos: la relajación del VI, que tiene lugar 
durante la relajación isovolumétrica (periodo entre el cierre de la válvula aórtica y la apertura de la válvula 
mitral) y la fase de llenado del VI, un proceso pasivo que depende de la distensibilidad del miocardio. La 
disfunción diastólica sobreviene cuando el VI es incapaz de relajarse, lo que lleva al desarrollo de 
hipertrofia. La función diastólica se puede evaluar estudiando el flujo transmitral, la relación entre las 
velocidades de llenado temprana (E) y tardía (A) del VI (ratio E/A, <1 en disfunción diastólica), tiempo de 
deceleración y tiempo de relajación isovolumétrica [17]. Además, en pacientes DM2 con MCD existe una 




2.1.2. Disfunción sistólica: 
La disfunción sistólica consiste en una alteración de la capacidad de contracción del VI para 
bombear sangre. Debido al vaciado incompleto del VI y la presión diastólica, los volúmenes del VI aumentan 
y desencadenan hipertrofia del VI. Las principales características de la disfunción sistólica son el descenso 
de la contractilidad que se manifiesta por una reducción de la EF superior o igual al 40%, así como de la 
fracción de acortamiento (FA), que refleja el cambio de las dimensiones del VI en cada contracción, 
aumento del índice de masa y del diámetro del VI en diástole, e incremento del grosor y rigidez de las 
paredes del VI [19]. 
 
2.2. Alteraciones estructurales en MCD 
Los cambios anatómicos observados en la MCD son, fundamentalmente, hipertrofia celular y fibrosis 
e inflamación miocárdica. Además, se han descrito apoptosis y esteatosis celular (figura 2) [13]. El daño 
celular podría promover la muerte en las células cardiacas, la salida de componentes celulares y la 
respuesta pro-inflamatoria. Posiblemente, las células supervivientes reaccionan aumentando su tamaño 
celular, y produciendo fibrosis intersticial. Además, el exceso de lípidos circulantes podría producir su 
acumulación en el interior celular (esteatosis) comprometiendo así su viabilidad. 
2.2.1. Muerte celular 
La MCD se caracteriza por una muerte acelerada del cardiomiocito, principalmente por apoptosis [20]. 
La apoptosis o muerte celular “programada” es un proceso dependiente de energía en el que la cromatina 
se condensa en el núcleo, se paralizan la transcripción del mRNA y la síntesis de proteínas, y se produce 
la fragmentación celular. Este proceso se manifiesta por la aparición de vesículas esféricas citosólicas 
(cuerpos apoptóticos) que son fagocitadas por macrófagos sin provocar normalmente reacción inflamatoria 
acompañante. El mecanismo interno de la apoptosis puede desencadenarse por estímulos de origen 
extracelular o intracelular. Moléculas de la familia del TNF-α o el ligando de Fas (FasL), activan la vía 
extrínseca apoptótica mediante su unión a receptores específicos de membrana TNFR1 y Fas, 
respectivamente. Estos receptores están asociados a un “dominio de muerte” intracelular que recluta y 
activa caspasa-8 a través de adaptadores específicos como TRADD o FADD, respectivamente. Una vez 
activa, la caspasa-8 estimula la caspasa-3 que es una caspasa ejecutora de apoptosis, actuando sobre 
proteínas estructurales y enzimáticas, y sobre el DNA nuclear, originando su destrucción (figura 3) [21]. 
Además, la activación de caspasa-8 puede activar la proteína pro-apoptótica Bid, miembro de la familia de 
proteínas Bcl-2, capaz de translocarse a la mitocondria para ampliar la respuesta apoptótica inducida por 
la vía intrínseca [22]. En este caso, estímulos celulares endógenos, como el desequilibrio entre las 
proteínas pro-apoptóticas (ej: Bax) frente a las anti-apoptóticas (ej: Bcl-2), inducen apoptosis. Bax perturba 
la integridad de la membrana mitocondrial permitiendo la salida de citocromo-c al citosol, donde se une al 
factor Apaf-1 formando el apoptosoma. Éste a su vez se une a caspasa-9 desencadenando una cascada 
de reacciones de proteolisis que conducen a la activación de caspasa-3 (figura 3) [23]. 
Además, el corazón diabético puede sufrir también muerte por necrosis celular [24]. En este caso se 
desencadena en respuesta a estímulos como altos niveles plasmáticos de FAs, depleción de la síntesis de 
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ATP y exceso del consumo de O2, que conducen a un deterioro de la contractilidad y periodos transitorios 
de isquemia que provocan la ruptura temprana de la membrana plasmática y turgencia de orgánulos como 
la mitocondria [25]. La necrosis es un proceso irreversible del destino celular, con desnaturalización de 
proteínas por acción de los lisosomas (autólisis) o de enzimas líticas de células leucocitarias adyacentes 
(heterolisis). Además existe una degradación de material genético que conduce a la desintegración celular 
y salida de componentes celulares que, en este caso, pueden desencadenar una respuesta inflamatoria 
[26]. 
 
Figura 3 – Vías apoptóticas extrínseca e intrínseca. La unión de ligandos específicos como FasL a sus receptores 
de muerte (Fas) inicia la vía extrínseca de la apoptosis, mientras que la activación de proteínas mitocondriales como 
Bax provoca la aparición de poros en la membrana externa mitocondrial que permite la salida de citocromo-c, dando 
lugar al inicio de la vía intrínseca. Ambas vías pueden converger en la activación de caspasa-3 por medio de la hidrólisis 
y translocación de Bid. 
 
Los procesos acelerados de apoptosis y necrosis pueden ser consecuencia en la MCD por la 
hiperglicemia, estrés oxidativo, acumulación de productos secundarios de glucosa y lípidos, disfunción 
mitocondrial y sobreactivación del sistema RAAS [25]. También se ha sugerido que la apoptosis del 
cardiomiocito está mediada por la producción de proteínas proinflamatorias como MCP-1, proporcionando 




observamos un aumento de expresión cardiaca del receptor Fas y de proteínas pro-apoptóticas como Bax 
y ANXA5 entre otras [28, 29]. Asimismo, en un modelo de ratas DM2 observamos aumento de núcleos 
apoptóticos y expresión de caspasa-3 en el miocardio [30].  
2.2.2. Inflamación 
La respuesta inflamatoria presenta tres etapas bien diferenciadas: cambios en el flujo vascular, 
aumento de la permeabilidad (con extravasación leucocitaria) y fagocitosis [31]. MCD y obesidad se 
caracterizan por un bajo grado de inflamación cardiaca crónica. Los estados hipóxico, pro-oxidante y 
necrótico en MCD se caracterizan por una elevada producción y liberación de citoquinas pro-inflamatorias 
como TNF-α o IL-6, que activan NF-κB, un factor de transcripción que induce la expresión de proteínas pro-
inflamatorias,  promoviendo el reclutamiento de macrófagos y linfocitos T, así como la infiltración de 
leucocitos [32]. En el corazón de pacientes MCD se ha encontrado sobreexpresión de genes inflamatorios 
como proteína C reactiva, MCP-1, PAI-1, TNF-α e IL-6, y moléculas de adhesión como ICAM-1 o VCAM-1 
[33]. En el corazón diabético, tanto las células infiltrantes como los cardiomiocitos son capaces de producir 
estas citoquinas [34]. Una elevación en los niveles de FAs plasmáticos provoca también la activación de 
NF-κB [35]. Nosotros demostramos previamente un aumento de proteínas pro-inflamatorias como TNF-α, 
IL-1β, MCP-1 y VCAM-1 y activación del factor de transcripción NF-κB en estadios iniciales pero no crónicos 
de MCD experimental [28]. En este mismo trabajo, en cultivos de cardiomiocitos demostramos que el 
exceso contínuo de glucosa indujo la expresión de moléculas anti-inflamatorias como HO-1 y TGF-β. 
2.2.3. Hipertrofia celular 
El tipo celular principal implicado en procesos hipertróficos en el corazón es el cardiomiocito. Éstos 
representan aproximadamente el 30% del número total de células, sin embargo, dado su gran tamaño 
constituyen alrededor del 80% del volumen del corazón [36]. La hipertrofia del VI en MCD surge como 
resultado de un conjunto de estímulos como la activación neurohumoral y liberación autocrina y paracrina 
de factores de crecimiento y citoquinas [37]. Cada uno de estos estímulos desencadena a su vez activación 
de receptores de membrana que promueven vías de señalización pro-hipertróficas y que culminan en una 
excesiva síntesis de proteínas sarcoméricas cuya agrupación en paralelo provoca el crecimiento en grosor 
del cardiomiocito y, en conjunto, el crecimiento concéntrico del VI [38]. Entre los receptores de membrana 
involucrados se encuentran los acoplados a proteína G, los receptores con actividad tirosina quinasa, los 
de citoquinas e integrinas. Las vías de señalización activadas pueden ser MAPK, NFAT, AP-1, MEF-2, IGF-
1, EGF, STAT y CT-1 [37, 39-41]. Por otro lado, los péptidos natriuréticos ANP y BNP son hormonas de 
origen cardiaco con efecto diurético, natriurético y vasodilatador que se liberan desde el miocardio a modo 
de respuesta como agentes anti-hipertróficos interfiriendo, entre otras, con la vía calcineurina-NFAT [42]. 
Modelos de DM1 y DM2 experimental previos de nuestro grupo exhibieron hipertrofia del VI, del 
cardiomiocito y aumento de expresión de los factores pro-hipertróficos ANXA-5 y ANP [28, 30]. 
2.2.4. Fibrosis cardiaca 
La fibrosis resulta de una descompensación entre la producción de matriz extracelular (MEC) y su 
degradación. En MCD, la fibrosis predominante es la fibrosis de reemplazo, causada por la sustitución del 
cardiomiocito perdido por proteínas de MEC. La fibrosis intersticial y perivascular se deben a un aumento 
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de la acumulación de proteínas de MEC en el intersticio y alrededor de los vasos, respectivamente [20]. La 
fibrosis intersticial es una característica histológica temprana de la MCD y contribuye a la reducción de la 
función cardiaca [12]. Las proteínas principales que componen la MEC son colágenos, proteoglicanos y 
glicoproteínas (como FN-1), y sus principales productores son los fibroblastos y, en menor medida, los 
cardiomiocitos. Entre los colágenos, los tipos I, III y IV son los más abundantes. Los estímulos principales 
que inducen la expresión de estas proteínas son la hiperglicemia y la resistencia a insulina [43]. La 
expresión de colágenos y FN-1 está regulada a su vez por factores pro-fibróticos como TGF-β o CTGF. A 
través de la unión a su receptor, TGF-β fosforila proteínas Smads (Smad 2/3) y activa factores de 
transcripción como Smad4 y AP-1 que aumentan la síntesis de MEC [44]. En biopsias de pacientes MCD 
se ha observado fibrosis intersticial y perivascular con aumento significativo de la deposición de colágenos 
y de la expresión de TGF-β [45]. Resultados similares obtuvimos en modelos previos de DM1 [28] y DM2 
[30]. Las ratas diabéticas presentaron fibrosis cardiaca intersticial y perivascular, abundantes depósitos de 
colágeno (sobre todo tipo-I) y FN-1, y aumento de la expresión de TGF-β y CTGF. 
2.2.5. Esteatosis cardiaca 
La acumulación de lípidos en tejidos no destinados a ello (tejido no adiposo), como el corazón, es 
uno de los principales eventos en la MCD, especialmente en pacientes DM2 con obesidad. Los lípidos 
circulantes se asimilan y depositan en pequeños orgánulos esféricos (0,2-10 μm de diámetro) en el citosol 
de células cardiacas. Estos orgánulos se conocen como “lipid droplets” (LD) o gotas lipídicas. Están 
compuestos por TAGs y ésteres de colesterol rodeados de una monocapa de fosfolípidos y diversas 
proteínas, entre las que destaca perilipina-5 (PLIN5) por su implicación en el metabolismo lipídico [46]. La 
función principal de los LD es el almacenamiento de sustrato energético lipídico que suministra el recambio 
de TAGs en la célula. Sin embargo, un exceso de LD puede dar lugar a complicaciones en la oxidación de 
estos sustratos y sobreproducción de ROS y metabolitos secundarios tóxicos como esfingosinas y 
ceramidas [47]. La lipotoxicidad asociada al desarrollo de MCD es causa principal de la muerte celular. En 
pacientes con MCD y obesidad, la grasa además se acumula alrededor del corazón como tejido adiposo 
epicárdico y extra-pericárdico, y es capaz de liberar factores pro-inflamatorios [48]. 
2.3. Alteraciones moleculares 
No se conocen bien los mecanismos intracelulares subyacentes que originan los cambios 
estructurales y funcionales en el corazón diabético. Sin embargo, se han implicado diferentes vías y 
moléculas alteradas. 
2.3.1. Alteraciones metabólicas 
Las principales alteraciones metabólicas en MCD comprenden hiperglicemia, que producirá 
glucotoxicidad, hiperlipemia que derivará en lipotoxicidad, y modificación en la utilización de sustratos 





En pacientes y modelos experimentales de DM2, la resistencia a insulina induce un descenso en la 
asimilación de glucosa periférica, e hiperglicemia. La glucosa viaja solubilizada en sangre y se asimila en 
el corazón a través de las membranas celulares mediante mecanismos dependientes de sodio, por difusión 
facilitada o por transportadores proteicos [49]. Los transportadores de glucosa (Glut) están disponibles en 
12 isoformas diferentes. Glut4 y Glut1 son los principales transportadores de glucosa en el miocardio. Glut1 
está localizado de forma permanente en la membrana y se cree que es el mediador primario de la entrada 
de glucosa [50]. Para el transportador Glut4, la insulina regula su translocación al sarcolema desde el pool 
de vesículas intracelulares. La insulina actúa a través de su unión al receptor de insulina que lleva a la 
activación de IRS-1. Éste recluta y activa PI3K que forma PIP3 que a su vez transactiva PDK1, la cual 
fosforila a PKB y PKC. Estos interactúan con receptores endosomales para inducir la translocación de Glut4 
(figura 4) [51]. Este proceso puede también ser inducido como respuesta a una gran variedad de estímulos 
como hipoxia, isquemia o sobrecarga de trabajo cardiaco, con el fin de aumentar la entrada de glucosa y 
el metabolismo glicolítico. Sin embargo, en DM, el exceso de glucosa circulante puede afectar al miocardio. 
La glucosa es capaz de unirse de forma inespecífica a receptores de membrana asociados a proteínas G 
que, a su vez, activan PKCβ. Esta isoforma disminuye la señalización de insulina (fosforila IRS-1) e induce 
la expresión de VEGF, IGF-1 y TGF-β1 [52]. Además, PKCβ podría promover la inflamación e hipertrofia 
cardiaca a través de la activación de NF-κB [53]. 
 
 
Figura 4 – Efectos derivados de la glucotoxicidad. La hiperglicemia crónica provoca el desarrollo 
de glucotoxicidad, que implica un daño estructural y funcional en los tejidos diana de la insulina. 
Estas alteraciones causan una reducción de la señalización de insulina y, como consecuencia, una 
disminución de la entrada de glucosa al cardiomiocito. El exceso de glucosa provoca la formación 
de AGEs que, a través de sus receptores específicos (RAGES) penetran en el cardiomiocito donde 
inducen procesos de fibrosis e inflamación. 
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El exceso de glucosa puede dar lugar, además, a la formación de productos finales de glicación 
avanzada (AGEs) mediante glicación no enzimática de lípidos y proteínas de MEC, sobre todo colágenos, 
que se acumulan en el miocardio y en las paredes de los vasos coronarios contribuyendo a la rigidez 
cardiaca y disfunción endotelial [54]. La interacción de los AGEs con receptores específicos (RAGEs) juega 
también un papel importante en la patogénesis de la MCD promoviendo la inflamación a través de NF-κB 
(figura 4) [55]. La vía AGE/RAGE activa también TGF-β y NADPH oxidasa, lo que causa la sobreproducción 
de MEC y O2- [56]. La glucosa en exceso también es responsable de la formación de polioles y 
hexosaminas. La glucosa se reduce a sorbitol que puede producir un aumento en la captación de agua 
debido a su capacidad osmótica, generándose así edemas. La depleción de equivalentes de reducción 
provoca la acumulación de fructosa que se desvía hacia la producción de glicoproteínas como la 
glucosamina-6-fosfato que activan factores de transcripción como Sp1, los cuales también sobreexpresan 
TGF-β (figura 4) [57].  
2.3.1.2. Lipotoxicidad 
Debido a su carácter apolar, la mayoría de lípidos plasmáticos circulan unidos a apoproteínas 
(formando lipoproteínas) a excepción de un pequeño porcentaje de ácidos grasos libres que se transportan 
unidos a la albúmina (figura 5). La mayoría de los lípidos plasmáticos son TAGs y FAs no esterificados y 
PA, uno de los FAs saturados predominantes en la dieta, que se encuentra elevado en el plasma de 
pacientes obesos y DM2 [58]. La entrada de FAs al corazón puede ocurrir a través de dos mecanismos: 
flip-flop de difusión pasiva (aproximadamente el 20% de FAs) y mediante proteínas ancladas a membrana 
(FAT/CD36,  FABPpm y FATP-1, -4 y -6) [59]. FAT/CD36 es una proteína de membrana glicosilada (88 
kDa) considerada el principal transportador de FAs en el corazón [60]. FAT/CD36 humano tiene un gran 
dominio extracelular caracterizado por poseer diez sitios de n-glicosilación, lo que resulta en un peso que 
puede variar entre 80-90 kDa [61]. FAT/CD36 también es fosforilado en un residuo de treonina extracelular 
que afecta su unión a varios ligandos y podría incidir en su internalización y señalización [62]. En sus 
almacenes endosomales, la isoforma no glicosilada alcanza los 52 kDa. FAT/CD36 se localiza en dos pools 
a nivel de la membrana plasmática o sarcolema, uno asociado a los rafts lipídicos que son microdominios 
de membrana ricos en colesterol y esfingolípidos en el que los FAs son transportados, y otro situado fuera 
de los rafts donde no se produce su transporte [63]. El aumento de expresión de FAT/CD36 en el sarcolema 
ocurre tras la contracción muscular, estimulación por insulina o activación de AMPK [64]. Una vez dentro 
del compartimento citosólico, los FAs son transportados con ayuda de proteínas especializadas como 
FABP3 hasta los diferentes destinos como la β-oxidación, reesterificación lipídica, formación de ceramidas 





Figura 5 - Destinos de los FAs en la célula cardiaca. Los FAs unidos a aproproteínas o albúmina entran en la célula 
a través de receptores de membrana específicos como FAT/CD36. El principal destino de los FAs en la célula cardiaca 
es la β-oxidación para la consecución de energía en forma de ATP. En condiciones de hiperlipemia y obesidad, una 
entrada masiva de FAs provoca la saturación de la β-oxidación y, como consecuencia, una acumulación de TAGs y 
excesiva producción de ROS que podría provocar un daño mitocondrial. Asimismo se produce una acumulación de 
metabolitos lipotóxicos como DAG y ceramidas.  
 
2.3.1.2.1. β-oxidación  
Una vez en el citosol, los FAs son principalmente activados (esterificados) mediante un enlace 
tioéster con la coenzima A en FA-CoA de cadena larga, por la ACS y transportados a través de un sistema 
lanzadera (sistema carnitina) al interior de la mitocondria vía Cpt-1b para ser degradados por β-oxidación 
(figura 5), proceso en el que un carbono en posición β es oxidado en cada vuelta del ciclo, produciendo 
acetil-CoA. El acetil-coA entra al ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) para la producción de equivalentes 
de reducción como NADH+ y FADH2, que se utilizan en la cadena respiratoria para producir ATP a partir de 
O2 (figura 5). Las proteínas ACADs [de cadena media (m) y larga (l)] son una familia de enzimas que 
catalizan la oxidación de diversos componentes FA-CoA. Si la disponibilidad y transporte de FAs excede 
la tasa de β-oxidación, se produce un acúmulo de FA-CoA, principalmente de cadena larga,  
reesterificándose y depositándose en lipid droplets (LD), y derivándose a DAGs y ceramidas [65]. En MCD, 
además se activa la β–oxidación peroxisomal, constituyendo una fuente extra de producción de ROS [66].  
2.3.1.2.2. Reesterificación de FAs 
La reesterificación es un proceso de síntesis de TAGs como almacén energético para el 
cardiomiocito que podría tener un efecto protector frente a la resistencia a insulina [67]. Además, la 
formación de TAGs neutraliza los FAs que son perjudiciales para la célula en estado libre. La síntesis de 
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TAGs comienza con la acilación del glicerol-3-fosfato (glicerol-3-P) por acil CoA, reacción catalizada por la 
enzima GPAT-1 y que constituye el paso limitante en la síntesis [68]. A continuación se produce una 
acilación adicional para generar DAG, que es de nuevo acilada para formar TAG, reacción catalizada por 
la enzima DGAT-1 (figura 5). DAG es un metabolito lipídico que puede actuar como segundo mensajero de 
la señalización intracelular, comportándose como activador alostérico de las isoformas de PKC que 
inactivan la señalización de insulina. En obesidad y DM2, debido a una sobrecarga de lípidos, los DAGs 
también se pueden acumular en diferentes compartimentos celulares donde interfieren con la cascada de 
señalización de insulina [69]. Un exceso de FAs y TAGs puede derivarse hacia la formación de 
intermediarios lipotóxicos como las ceramidas (figura 5). 
2.3.1.2.3. Formación de ceramidas 
Los FA-CoAs pueden ser asimilados de forma rápida formando complejos como los fosfolípidos y, 
sobre todo, esfingolípidos (ceramidas y glicosilceramidas) en el retículo endoplásmico [16]. Los FAs son 
transformados en esfingolípidos por la enzima SPTLC2 y activan serin-treonin-quinasas como PKC, JNK o 
IKK. El exceso de ceramidas y TAGs también induce apoptosis en MCD a través de la activación de 
caspasa-3 y Bax, y formación de poros mitocondriales [70].  
2.3.1.2.4. Unión a PPARs 
Los FA-CoAs también pueden ser transportados al núcleo del cardiomiocito (figura 5). De las 5 
superfamilias de receptores nucleares que se unen a FA-CoAs, sólo los PPAR son receptores regulados 
por ligando [71]. Los PPAR son factores de transcripción que comprenden 3 diferentes isoformas: PPARα, 
PPARβ/δ y PPARγ [72]. PPARα y β/δ se expresan abundantemente en corazón, mientras que PPARγ está 
presente de forma predominante en el tejido adiposo. PPARα regula genes implicados en la entrada de 
FAs (ej: FAT/CD36, FATPs), tioesterificación a acil-CoA (ej: ACSL), transporte citosólico (ej: FABP3) y β–
oxidación peroxisomal y mitocondrial (ej: ACADs) [73]. PPARα también reduce la utilización de glucosa a 
través de la sobreexpresión de la enzima PDK4 [74]. PPARβ/δ posee un papel importante en el corazón, 
donde ejerce funciones similares a PPARα, aumenta el catabolismo de los FAs y mejora la sensibilidad a 
insulina [75]. PPARβ/δ además juega un papel importante en inflamación, ya que controla la expresión de 
proteína C reactiva [76] e inhibe la excesiva producción de citoquinas pro-inflamatorias y la activación de 
NF-κB a través de ERK1/2 [77]. Se ha observado también un efecto anti-hipertrófico por reducción de la 
expresión de angiotensina-II (Ang-II) y así, menor ANP y BNP [75]. El efecto anti-inflamatorio de PPARβ/δ 
podría deberse también al bloqueo de otros factores nucleares como NFAT o AP-1 mediante impedimento 
físico [76].  
2.3.2. Desregulación del metabolismo energético en la MCD 
El origen de las alteraciones estructurales y funcionales en la MCD podría radicar en la alteración 
de los substratos energéticos disponibles para el corazón [66]. Los cardiomiocitos son capaces de 
metabolizar un gran espectro de sustratos. De forma mayoritaria utilizan FAs (≈70%) y glucosa (≈30%), y 
en menor medida, lactato y cuerpos cetónicos. La localización de transportadores de glucosa y FAs en el 
sarcolema es el principal regulador de la utilización de estos sustratos [78]. Bajo condiciones basales, los 




se desplazan entre el sarcolema y los compartimentos intracelulares (figura 6). La insulina es el principal 
efector de la utilización de sustrato cardiaco, regulando tanto la asimilación de glucosa como de FAs a 
través de Glut4 y FAT/CD36, respectivamente. La contracción del cardiomiocito también constituye un 
estímulo para la translocación de Glut4 y FAT/CD36 al sarcolema, pero este paso está mediado por el 
aumento de los niveles de AMPc y Ca++ que actúan como segundos mensajeros y activan a AMPK, PKA, 
PKC, PKD y ERK1/2 [79]. En DM se produce una reducción del metabolismo de glucosa y lactato de forma 
paralela a un aumento del metabolismo de FAs [80]. 
 
Figura 6 - Diferencias en la utilización de substrato energético entre el corazón sano y DM2. El corazón sano (A) 
obtiene la mayor parte de la energía a partir de la oxidación de FAs y un 30% a partir de la oxidación de la glucosa. (B) 
Bajo condiciones de DM2 y resistencia a insulina, se produce una alteración en la utilización de sustratos, asimilando 
FAs prácticamente como única fuente energética en detrimento de glucosa. 
 
El miocardio DM presenta un defecto en la translocación de Glut4 al sarcolema y, en consecuencia, 
una reducción en la entrada de glucosa que propicia un aumento compensatorio en la entrada y 
metabolismo de FAs vía FAT/CD36, el cual es menos efectivo que la glucosa [81]. Esta relocación de 
FAT/CD36 en el sarcolema parece ser un evento temprano como consecuencia de cambios maladaptativos 
en el corazón DM2, llevando a inflexibilidad metabólica, lipotoxicidad y desarrollo de MCD [82]. Son varias 
las señales extracelulares y proteínas asociadas al tráfico de estas vesículas. El ciclo de Randle describe 
la relación recíproca entre el metabolismo de FAs y el de la glucosa. El acetil-CoA derivado de la oxidación 
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de la glucosa se exporta al citosol, donde actúa como substrato para la acetil-CoA carboxilasa para la 
síntesis de malonil-CoA, un inhibidor endógeno de CPT-1, descendiendo así la tasa de β–oxidación de 
FAs. Por otro lado, el aumento de los equivalentes de reducción y acetil-CoA procedentes de la β-oxidación 
disminuye la oxidación de glucosa/piruvato por inhibición de la PDH, así como por el efecto inhibitorio del 
citrato sobre la fosfofrutoquinasa. Por tanto, el metabolismo de glucosa y FAs podrían estar yuxtapuestos 
en MCD [66]. De modo interesante, un cambio en la utilización de substrato hacia la oxidación de la glucosa 
podría mejorar la disfunción cardiaca asociada a DM2 [83].  
2.3.3. Estrés oxidativo en MCD 
En el cardiomiocito la producción de ROS en citosol y mitocondria se debe principalmente a cuatro 
sistemas enzimáticos: NOX, xantina oxidasa, NOS y cadena respiratoria mitocondrial [84]. La función 
mitocondrial es particularmente importante en el corazón ya que proporciona aproximadamente el 90% del 
ATP del miocardio [85], pero es la mayor fuente de ROS [86]. El estrés oxidativo se define como un 
desequilibrio entre la formación y degradación de ROS, que incluyen radicales libres OH- y O2-, y radicales 
no libres como el H2O2 o HOCl. Existen además sistemas detoxificantes como la SOD, HO-1, GPox y 
catalasa, así como sistemas antioxidantes no enzimáticos como ferritina, transferrina y vitaminas A, E y C 
[87]. La acumulación de ROS provoca el descenso en el gradiente de protones en la membrana interna 
mitocondrial que reduce la producción de ATP, provocando la aparición de poros de transición de 
permeabilidad mitocondrial (mPTP), proceso donde se libera el citocromo-c que induce apoptosis [65]. Este 
hecho recibe el nombre de desacoplamiento mitocondrial, que provoca que el corazón sea menos eficiente, 
lo que podría contribuir al desarrollo de disfunción contráctil cardiaca en MCD. Además, el Ca++ citosólico 
entra de forma masiva en la mitocondria donde se almacena indebidamente, contribuyendo al 
desacoplamiento. ROS y en particular el O2- pueden dañar también la mitocondria y otros componentes 
celulares mediante la oxidación de proteínas, convirtiendo lípidos en peróxidos lipídicos reactivos, 
aumentando la nitración de las tirosinas y la formación de AGEs, y afectando al DNA mitocondrial y a 
factores de transcripción [88]. Entre ellos NRF-1, regulador directo de genes de la función respiratoria, 
fosforilación oxidativa y biogénesis, y Tfam, implicado en el mantenimiento, replicación y transcripción del 
DNA mitocondrial [89]. El daño mitocondrial manifestado por la reducción de la biogénesis mitocondrial 
podría ser consecuencia de la progresión de la patología cardiaca y de la apoptosis del cardiomiocito [90]. 
PGC-1α se expresa de forma selectiva en tejidos con alta capacidad oxidativa como el corazón donde juega 
un papel importante en los procesos metabólicos energéticos celulares, como la biogénesis mitocondrial o 
la oxidación [91]. PGC-1α coactiva PPARα aumentando la expresión de genes implicados en la entrada y 
oxidación de FAs [92]. El estrés oxidativo puede ser además incrementado en MCD por la desestabilización 
del retículo endoplásmico. La mayoría de las proteínas maduran en el lúmen del retículo endoplásmico 
pero en condiciones de DM2 y obesidad, el incremento de lípidos puede estimular el flujo de proteínas 






2.4. Implicaciones del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS) en la MCD 
Las alteraciones anteriormente descritas tienen en común la participación de RAAS (figura 7), un 
eje endocrino fisiológico que desempeña un papel clave en la regulación del volumen sanguíneo, la 
resistencia vascular sistémica y el balance electrolítico, siendo el principal regulador homeostático de la 
función cardiaca [94]. Además del circulante existe un sistema local RAAS en órganos como el corazón y 
la sobre-activación de RAAS cardiaco se ha reconocido como un factor determinante en el desarrollo y 
progresión de la MCD [95]. La Ang-II es un péptido activo del sistema RAAS que se une a los receptores 
AT y estimula la vasoconstricción, proliferación de las células musculares lisas e hipertrofia miocárdica [96]. 
Ang-II está reconocida como una citoquina con papel en remodelado cardiovascular. Su unión a AT1 ejerce 
la mayoría de sus acciones biológicas, mediante la activación de múltiples vías de señalización celular que 
participan en crecimiento celular y migración, producción de MEC e inflamación. A través de su unión a 
AT2, Ang-II regula el control de la presión sanguínea, la natriuresis e inhibe el crecimiento celular activando 
factores de transcripción como AP-1, STAT y NF-κB. En fibrosis, Ang-II juega un papel crítico en la 
enfermedad cardiovascular siendo capaz de inducir la acumulación de colágenos, aumentar la proliferación 
de fibroblastos, y estimular TGF-β, AP-1 y ET-1 [97]. 
 
Figura 7 - Participación del sistema RAAS en el desarrollo de la MCD. La renina se libera en 
respuesta a la reducción de la volemia o presión arterial (entre otros estímulos) y actúa sobre el 
angiotensinógeno transformándolo en Ang-I. Ésta es degradada a su vez en Ang-II por medio de la 
enzima convertidora de angiotensina (ECA). La aldosterona es un mineralocorticoide que se sintetiza 
a partir del colesterol por la aldosterona sintasa en una reacción activada por la Ang-II e inducción de 
PLC, DAG e IP3. Ambos péptidos, AngII y aldosterona inducen la expresión de genes pro-hipertróficos, 
-fibróticos y -oxidantes/inflamatorios. 
  
La aldosterona es una hormona esteroidea de la familia de los mineralocorticoides que posee 
marcados efectos sobre el sistema cardiovascular alterando la expresión génica e influenciando el tono 
vascular, contractilidad miocárdica y composición del miocardio. Actúa como mediador de los efectos 
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deletéreos de Ang-II en el miocardio diabético y su inhibición reduce la muerte e hipertrofia celular, la 
inflamación y la producción de MEC [98]. La aldosterona compite con el cortisol por la unión al receptor 
mineralocorticoide (MR), y, una vez unido, induce su internalización, ejerciendo efectos genómicos y no 
genómicos. MR es miembro de una familia de factores transcripcionales de receptores de hormonas 
esteroideas, que comparte características estructurales con receptores de glucocorticoides, progesterona 
y andrógenos. Las acciones deletéreas de la aldosterona en el corazón parecen cursar a través del MR del 
cardiomiocito [99, 100]. Los efectos no genómicos ocurren en cuestión de minutos, como el fenómeno de 
vasoconstricción, activación de segundos mensajeros (AMPc, DAG…) y cascadas de protein-quinasas. Los 
efectos “clásicos” de aldosterona se deben a la regulación de genes implicados en homeostasis, apoptosis, 
inflamación/oxidación y fibrosis (figura 7). Estos efectos son similares a los descritos para Ang-II y tienen 
una duración de horas a días. La aldosterona, además, agrava la fibrosis cardiaca mediante la activación 
de metaloproteinasas (MMPs) así como la deposición de colágeno y elastina [99]. MR también induce 
CTGF [101] y aumenta TGF-β, que, a su vez, participa en el desarrollo de hipertrofia. Los péptidos 
natriuréticos ANP y BNP tienen efecto anti-hipertrófico e inhibidor de la secreción de renina y la síntesis de 
aldosterona, sin embargo, en condiciones de MCD, bajo sobreactivación del sistema RAAS, la respuesta 
fisiológica a estos péptidos disminuye a medida que la función cardiaca empeora, incluso si las 
concentraciones plasmáticas de los péptidos se ven aumentadas [102]. Respecto a su papel en 
inflamación, niveles elevados de aldosterona son inductores de NF-κB y citoquinas pro-inflamatorias como 
IL-1β [103]. Por otra parte, MR promueve la apoptosis en cardiomiocitos a través de las vías extrínseca e 
intrínseca, siendo empeorado este efecto por la presencia de comorbilidades como obesidad e hiperlipemia 
[104]. En cuanto a sus efectos en esteatosis, existen evidencias de la asociación entre DM, obesidad y 
niveles elevados de aldosterona [105]. Finalmente, la aldosterona potencia la síntesis de Ang-II, 
promoviendo aún más sus acciones deletéreas en el corazón DM2 [106]. 
3. Diagnóstico de la MCD 
Existen varios métodos de diagnóstico para detectar las anomalías debidas a alteraciones 
estructurales y funcionales cardiacas en DM. Éstas incluyen técnicas no invasivas como la resonancia 
magnética, ecocardiografía, tomografía computerizada por emisión de fotón único (SPECT) y tomografía 
de emisión de positrones (PET).  
3.1. Ecocardiografía 
Es un método eficaz para la determinación de los grosores de las paredes y septos de las cavidades, 
y la función miocárdica tanto sistólica como diastólica [107] mediante imágenes del corazón en 2D. Sin 
embargo, la ecocardiografía convencional ha generado cierta controversia ya que tiende a infravalorar los 
patrones de llenado del VI. Esto hace que aproximadamente un 50% de los pacientes con disfunción 
diastólica no sean diagnosticados correctamente. Mediante Eco-Doppler se puede estudiar además el flujo 
y velocidad sanguínea. Permite también el estudio de la función valvular y los valores obtenidos son 
independientes de los cambios en el llenado o carga del VI. Eco-Doppler cuantifica tanto la contracción 
cardiaca longitudinal como circunferencial que son reflejo de la integridad de la contracción de las fibras 




3.2. Resonancia magnética y tomografía computerizada 
La resonancia magnética utiliza imanes y potentes ondas de radio para crear imágenes de un 
órgano o tejido determinado. No emplea radiación ionizante sino campos magnéticos para alinear la 
magnetización de los núcleos de hidrógeno que contiene el H2O corporal. Mediante estudios in vivo con 
resonancia magnética se ha confirmado un incremento del contenido de TAG intramiocárdico, fibrosis y 
disfunción cardiaca asociada en pacientes DM2 y obesos [109]. Experimentos con resonancia magnética 
han demostrado que los pacientes diabéticos poseen el ratio fosfocreatina/ATP reducido, sugiriendo que 
el metabolismo energético podría estar alterado; sin embargo, cambios en el pool de creatina e incremento 
en la utilización de ATP, podrían también contribuir a esta observación y así, no sería adecuado para el 
diagnóstico de la MCD [110]. La tomografía computerizada es un procedimiento de gran resolución de 
diagnóstico que utiliza un equipo de rayos X especial para crear imágenes transversales de un órgano o 
tejido determinado. Esta tecnología ha avanzado en los últimos años hacia SPECT, que utiliza imágenes 
3D del corazón y permite la valoración simultánea de la perfusión miocárdica y la función ventricular, tanto 
en condiciones de reposo como en respuesta al esfuerzo.  
3.3. Tomografía de emisión de positrones (PET) 
PET es una técnica de imagen que consiste en la inyección de una traza marcada radiactivamente 
con un nucleido emisor de positrones (molécula con actividad biológica) para el estudio de su asimilación 
y/o distribución en el organismo, permitiendo así medir su actividad metabólica. La aplicación de PET en 
animales pequeños (micro-PET) permite medidas secuenciales de las tasas metabólicas en el mismo 
animal [111] y, mediante análisis computacional, se construye una imagen tridimensional de la distribución 
de la molécula en el interior del órgano de interés. Estudios PET in vivo realizados en humanos DM2 han 
mostrado un incremento de la asimilación y oxidación de FAs de forma simultánea a una disminución en la 
entrada de glucosa inducida por insulina y en paralelo a una disfunción diastólica [112]. El principal 
problema del PET es su elevado coste y la corta vida media de algunos de los isótopos de emisión de 
positrones que requieren para su síntesis un ciclotrón y escáneres cercanos al lugar físico donde se realice 
el PET [113]. 
4. Terapéutica actual y potencial para MCD 
 No existe una terapia específica para la MCD, y los pacientes DM con disfunción cardiaca son 
tratados por su riesgo hiperglicémico y por las complicaciones cardiovasculares asociadas. Respecto a 
estas complicaciones, los pacientes DM reciben tratamientos anti-agregantes, anti-hiperlipemiantes y anti-
hipertensivos, con el fin de evitar fenómenos de agregación plaquetaria, acumulación lipídica y 
ateroesclerosis, y elevación de la presión arterial, respectivamente [114]. Respecto al componente 
glucídico, se ha demostrado que un buen control glicémico (HbA1c<7%) está asociado a una menor 
incidencia de MCD debido a una mejora de la función tanto diastólica como sistólica. Los niveles de glucosa 
postprandial se encuentran entre los predictores de morbilidad y mortalidad cardiovascular [115]. Sin 
embargo, las complicaciones cardiovasculares crónicas y la mortalidad asociadas no parecen mejorar de 
forma significativa [116].  
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De los estudios ACCORD [117], ADVANCE [118] y VADT [119] se han obtenido una serie de 
recomendaciones para el tratamiento farmacológico de los pacientes DM2. Proponen un nuevo algoritmo 
de tratamiento que consiste en iniciar el mismo con cambios en el estilo de vida y administración de 
antihiperglicémicos biguanidas (véase metformina), y cambiar precozmente a nuevos regímenes 
terapéuticos en los pacientes que no logren el citado objetivo. En particular se establece una pauta con 
secretagogos como sulfonilureas, e insulina. Además, explicita de forma rotunda la exclusión del agonista 
de PPAR rosiglitazona y, sin embargo, sitúa el uso de pioglitazona en un segundo nivel terapéutico. 
También adopta una postura cautelosa con los estimulantes del sistema incretina, amparándose en el 
desconocimiento de su seguridad cardiovascular a largo plazo [120]. Por otra parte, nada se ha estudiado 
del bloqueo alternativo del sistema RAAS, en particular de la aldosterona, sobre el desarrollo de la MCD.  
4.1. Antagonistas del receptor de mineralocorticoides 
Los fármacos antagonistas del MR han demostrado efectividad en el tratamiento de la insuficiencia 
cardiaca y podrían tener un papel en el tratamiento de la MCD. El bloqueo del sistema RAAS basado en la 
inhibición de la ECA o de los receptores para Ang-II mejora algunos de los procesos patológicos de la MCD, 
como fibrosis y apoptosis del cardiomiocito. Sin embargo, dados los efectos pleiotrópicos de la Ang-II y al 
incremento de renina circulante en pacientes tratados con iECAs o AT1 bloqueantes, sería deseable un 
bloqueo más específico del RAAS, como el de los receptores MR para aldosterona. Los antagonistas de la 
aldosterona llevan incluidos en el armamentario del tratamiento de la insuficiencia cardiaca varias décadas. 
Aunque se incorporaron como ayuda para otros diuréticos más potentes, el conocimiento de las funciones 
de aldosterona ha colocado primero a la espironolactona y ahora a la eplerenona como uno de los pilares 
del tratamiento de los pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada.  
 
Figura 8 - Efectos cardiosaludables de la eplerenona. La eplerenona es la 
gammalactona del ácido (7α, 11α, 17α) metiléster 9, 11-epoxi-17-hidroxi-3-oxopregn-4-
eno-7, 21 dicarboxílico, perteneciente al grupo de los antagonistas de MR epoxi-
esteroideos [121]. La administración de eplerenona reduce los efectos genómicos y no 
genómicos asociados a la activación del MR, promoviendo cardioprotección en el paciente 




El bloqueo de MR reduce la morbi-mortalidad de origen cardiovascular en distintos modelos 
experimentales de hipertrofia cardiaca así como en pacientes con disfunción del VI asociada a insuficiencia 
cardiaca o infarto de miocardio [106]. Los antagonistas de MR reducen también la hipertensión y fibrosis 
miocárdica y vascular, mejoran la función endotelial e inhiben el estrés oxidativo (figura 8) [122, 123]. Estos 
efectos han sido confirmados en el estudio EPHESUS (Eplerenone Post-acute Myocardial Infarction Heart 
Failure Efficacy and Survival Study) en el que la eplerenona mejoró la disponibilidad de NO y la captación 
miocárdica de noradrenalina, y redujo las concentraciones de catecolaminas circulantes, actividad 
NAD(P)H oxidasa y producción de ROS en pacientes con insuficiencia cardiaca. Además, la eplerenona 
disminuyó la activación de Ang-II y ET-1 en el tejido miocárdico, lo que promovió la reducción de factores 
de crecimiento, citoquinas y moléculas pro-inflamatorias [124]. 
4.2. Estimulantes del sistema incretina 
GLP-1 es la principal incretina secretada por las células-L intestinales en respuesta a estímulos 
nutricionales. GLP-1 circulante se une a su receptor específico GLP-1R que se expresa en células β-
pancreáticas incrementando su proliferación y secreción de insulina (e inhibiendo la liberación de 
glucagón), mejorando así el metabolismo postprandial de la glucosa (figura 9) [125]. Se ha demostrado 
además la existencia de GLP-1R extrapancreático, como en el corazón, hígado, vaso, estómago, etc, lo 
que sugiere efectos directos de las incretinas. Sin embargo, no existen muchas evidencias de su efecto 
directo sobre el corazón. Además, la vida media de GLP-1 es muy corta (2 minutos aproximadamente) 




Figura 9 - Mecanismo de acción de GLP-1 y sitagliptina. GLP-1 es sintetizada por las células-L intestinales en 
respuesta a la ingesta nutricional y viaja a través de la circulación hasta llegar a órganos diana, donde se une al GLP-
1R ejerciendo diferentes acciones. Sin embargo, GLP-1 es degradado rápidamente por la enzima DPP-4. La 
sitagliptina [(R)-4-oxo-4-[3-(trifluorometil)-5,6-dihidro [1, 2, 4] triazolo [4, 3, a) pirazin-7 (8H)-il]-1-(2,4,5-




Existen en el mercado drogas que, bien mimetizan el péptido GLP-1 sobre su acción en el GLP-
1R, o bien inhiben la actividad de la DPP-4 [126]. Estos últimos producen una reducción del 80% de la 
enzima y un incremento de 2 veces la cantidad de GLP-1 circulante [127]. En particular, la sitagliptina, que 
ha sido aprobada recientemente para su uso en la práctica clínica, produce una reducción de la 
hiperglicemia e insulino-resistencia, y mejora de la enfermedad cardiovascular en pacientes diabéticos 
[128]. En nuestro grupo previamente estudiamos el efecto de sitagliptina sobre los principales eventos 
patológicos activados en MCD. La sitagliptina mostró un efecto hipoglicemiante y antilipemiante, y redujo 
la resistencia a insulina. Además, indujo acciones directas en el corazón, potencialmente debidas a la unión 
de GLP-1 sobre el GLP-1R del cardiomiocito, mejorando los procesos de apoptosis, necrosis, hipertrofia y 















































La DM2 induce alteraciones en el miocardio incluídos procesos de esteatosis, apoptosis, fibrosis e 
hipertrofia. La activación de estos eventos puede originar disfunción diastólica y/o sistólica y, a más largo 
plazo, fallo cardiaco en el paciente. Sin embargo no existe una terapia eficaz y específica para esta 
patología. La unión aldosterona/MR constituye un proceso clave en la génesis de los procesos citados y 
así, el bloqueo de los receptores MR podría atenuar estas respuestas. El efecto anti-hipertrófico y anti-
fibrótico tras la administración de eplerenona (bloqueante de los MR) se ha demostrado en pacientes con 
insuficiencia cardiaca o infarto de miocardio, pero no se conoce su papel en el proceso esteatótico ni en la 
consiguiente muerte celular. Además, una de las alteraciones iniciales tras el establecimiento de la DM2 
podría consistir en un cambio en la utilización de sustrato energético hacia un mayor uso de ácidos grasos. 
Nosotros hipotetizamos que una reversión de este efecto podría mejorar el desarrollo de la miocardiopatía 
diabética. En este sentido, el tratamiento con un inductor del sistema incretina, como los inhibidores de la 
DPP-4, podría además de mejorar la resistencia a insulina, actuar directamente sobre el cardiomiocito y 
regular la translocación al sarcolema de receptores para glucosa y ácidos grasos, y reducir la formación de 
productos lipotóxicos.  
 
2. Objetivos 
En esta tesis pretendemos dos objetivos principales: 
1) Estudiar el efecto del bloqueo de receptores de mineralocorticoides por eplerenona en un modelo 
experimental de DM2 y obesidad: 
 Sobre la apoptosis y esteatosis miocárdica asociadas.  
 Profundizando en los mecanismos celulares subyacentes a estos efectos mediante estudios en 
cardiomiocitos en cultivo. 
 
2) Analizar el efecto de la administración de un inhibidor de DPP-4 (sitagliptina) sobre la asimilación de 
glucosa cardiaca en un modelo experimental de DM2: 
 Investigando el efecto del tratamiento en la distribución de los receptores de glucosa (Glut4 y Glut1) 
y FAs (FAT/CD36). 
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1. Modelos animales 
Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron dos modelos crónicos de ratas DM2 no hipertensas: 
1.1. Zucker Diabetic Fatty 
Las ratas ZDF (Charles Rivers, Francia) desarrollan obesidad e hiperlipidemia (niveles elevados de 
lipoproteínas, Ch y TAGs en plasma) debido a la mutación fa en el dominio extracelular del receptor de la 
leptina y a la administración de dieta hiperlipidémica [129]. La anomalía de la señalización de leptina, altera 
la supresión del apetito y la termogénesis e induce obesidad y DM2, lo que asemeja estrechamente la 
progresión de la enfermedad en humanos, en la que un estado hiperinsulinémico-euglicémico conduce a 
otro hiperglicémico y deficiente en insulina con desarrollo de hiperfagia, poliuria y polidipsia [130]. A las 12 
semanas de edad las ratas ZDF son, además, resistentes a insulina e incrementan la severidad de la DM2 
según crecen [131]. En nuestro caso, las ratas ZDF (machos) permanecieron en ciclos de luz-oscuridad de 
12 horas (7 a.m.-7 p.m.) a 25ºC y con libre acceso a agua y comida grasa (Purina 5008; compuesta por 
16,7% grasa, 26,8% proteínas y 56,4% carbohidratos). Además, utilizamos un grupo de ratas control Zucker 
Lean [ZL (fa+/fa+), n=10] que recibió dieta estándar. Una vez confirmadas la obesidad y DM2 (hiperglicemia 
y resistencia a insulina) a la semana 14, se evaluó la estructura y función cardiaca, sin evidencia de cambios 
significativos entre ZDF y ZL. Las ratas ZDF fueron aleatoriamente divididas en dos grupos (n=10, cada 
uno), recibiendo uno de ellos eplerenona (Pfizer, USA) a una dosis de 25 mg/Kg peso corporal/día disuelta 
en agua y administrada a través de sonda oral, y el otro, vehículo, también a través de sonda oral. El grupo 
ZL recibió vehículo del mismo modo (figura 10). 
 
Figura 10 - Modelo experimental de obesidad y DM2. Las ratas ZDF o ZL fueron tratadas con eplerenona o vehículo, 
respectivamente, durante 16 semanas. Tras el sacrificio, corazones y plasmas fueron aislados para posteriores análisis. 
Epl.: eplerenona; veh.: vehículo. 
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Durante el desarrollo del modelo se monitorizaron semanalmente los pesos corporales y el consumo 
de comida. Además, la presión arterial sistólica se midió mensualmente en los animales por el método tail-
cuff. Transcurridas 16 semanas de tratamiento se realizó un segundo examen ecocardiográfico con el fin 
de observar potenciales variaciones. Finalmente, los animales se mantuvieron durante 24 horas en jaulas 
metabólicas para la obtención de muestras de orina. Seguidamente fueron sacrificados por desangrado 
desde la vena cava inferior bajo anestesia (2,5% isoflurano-O2) [Forane; Abbott, Illinois (USA)]. Tras abrir 
el tórax, los corazones se perfundieron con suero salino frío por goteo desde el VI, previamente a su 
extracción. A continuación se aislaron, se eliminó el exceso de suero, y pesaron. Se desecharon las 
aurículas, y los ventrículos se dividieron en tres secciones transversales; la superior se incluyó en medio de 
crio-preservación Optimal Cutting Temperature (OCT, Tissue-Tek, Alemania) para estudios de histología, 
la siguiente se embebió en solución salina al 4% de paraformaldehído (PFA) para su inclusión en parafina, 
y la región inferior libre de pared posterior de ventrículo derecho se congeló en N2 líquido para ensayos de 
cuantificación proteica y de RNAm. La sangre obtenida se centrifugó 15 minutos a 2.000 rpm para el 
aislamiento de plasma en tubos con anticoagulante EDTA [Becton Dickinson (BD)]. Se midieron los niveles 
plasmáticos de glucosa, lípidos, iones y marcadores de daño severo renal y hepático en el servicio de 
análisis bioquímicos del hospital. En las muestras de orina se determinó la proteinuria a partir del método 




Las ratas GK (Taconic, Dinamarca) se obtienen por cruzamientos repetidos de ratas wistar 
seleccionadas por su limitada tolerancia a glucosa. GK desarrollan DM2 a las 14 semanas de edad debido 
a polimutaciones e interacciones de múltiples anomalías metabólicas gestacionales que inducen la pérdida 
de masa celular β-pancreática [133]. GK reproduce las principales características de la DM2 humana: 
hiperglicemia en ayunas, intolerancia a la glucosa, deterioro de la secreción de insulina, aumento de la 
resistencia periférica a la misma y alteraciones en el metabolismo lipídico, constituyendo un modelo 
apropiado para el estudio de la DM2 per se, sin la influencia de obesidad o hipertensión. Las condiciones 
de crecimiento y mantenimiento fueron similares a las del modelo ZDF. Sin embargo, una vez establecida 
la DM2 y resistencia a insulina esperamos hasta la observación de disfunción cardiaca mediante 
ecocardiografía (semana 25). Entonces las ratas GK se trataron con sitagliptina [Merck Sharp & Dohme, 
España] a 10 mg/Kg peso corporal/día disuelta en agua ó vehículo (n=10, cada uno) mediante sonda oral 
(figura 11). Un grupo de ratas Wistar a las que se suministró agua como vehículo ejerció como grupo control. 
Basándonos en previa experiencia [30], el tratamiento se prolongó 20 semanas, momento en el que 
observamos una mejora de la función cardiaca, para realizar entonces un estudio de PET y un test de 
tolerancia a glucosa (OGTT) (figura 11). Las condiciones de sacrificio, aislamiento y procesamiento de los 
corazones y plasmas fueron iguales a las empleadas en el modelo ZDF. 
Materiales y Métodos 
41 
 
Figura 11 - Modelo experimental de DM2. Las ratas GK y Wistar fueron tratadas con sitagliptina o vehículo 
respectivamente durante 20 semanas. Al finalizar el modelo los corazones y plasmas fueron aislados para posteriores 
estudios. Sitag: sitagliptina; veh.: vehículo 
 
Los modelos animales experimentales se realizaron de acuerdo a la normativa internacional vigente (Real 
Decreto 1201/2005, BOE número 268 Ley 32/2007) y fueron revisados y aprobados por el Comité Ético de 
Experimentación Animal del IIS-Fundación Jiménez Díaz.  
 
2. Estructura y función cardiaca 
Antes y después del tratamiento con eplerenona y sitagliptina en cada modelo, las ratas se 
anestesiaron con 1,5% isoflurano-O2 para evaluar por ecocardiografía su estructura y función cardiac aen 
la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid (U.C.M) a cargo de la Dra. Caro-Vadillo. 
Se utilizó un ecocardiógrafo Eco-Doppler (En Visor-C-HD, Phillips) de 12 MHz. Las imágenes se obtuvieron 
en posición decúbito supino (vista parasternal izquierda) a partir del modo-M, y se registraron los siguientes 
parámetros:  
 Grosores de las paredes [septo interventricular (IVS) y pared posterior del VI (LVPW)]. 
 Diámetros del VI en sístole (LVSD) y en diástole (LVDD). 
 Fracción de eyección (EF, método Teichholz). 
 Tiempo de desaceleración (Dec. T). 








Para el estudio del metabolismo glucídico en la MCD se utiliza la [18F]-2-fluoro-deoxy-D-glucosa ([18F]-
FDG), un análogo de glucosa que traza la entrada y fosforilación de la glucosa exógena in vivo. El micro-
PET se llevó a cabo en el Centro de Investigaciones Energéticas, MedioAmbientales y Tecnológicas 
(C.I.E.M.A.T.) en Madrid, en colaboración con el Dr. Morcillo mediante inyección de glucosa radiactiva [18F]-
2-fluoro-deoxy-D-glucosa ([18F]-FDG) a las ratas del modelo GK. Cuando [18F]-FDG entra en el miocardio 
es fosforilada a [18F]-FDG-6-fosfato, lo que imposibilita su acceso a la glicolisis, quedando atrapada [134]. 
Químicamente, [18F]-FDG es un análogo de la glucosa con el isótopo radiactivo fluorina-18 que sustituye al 
grupo hidroxilo en posición 2´ de la molécula de glucosa. [18F]-FDG posee un periodo de semidesintegración 
de 110 minutos [135] y, al igual que la glucosa, se asimila pasando al citosol celular donde es fosforilado a 
[18F]-FDG-6-fosfato por la acción de la enzima hexoquinasa. Después queda atrapado impidiendo su 
degradación. Este fenómeno se utiliza para estimar la entrada de glucosa al tejido y su tasa de asimilación 
estándar (SUV), que mide la concentración de la traza radiactiva en relación a la actividad inyectada y 








En condiciones de ayuno, un miocardio sano utiliza como fuente de energía mayoritaria FAs, mientras 
que la utilización de glucosa desciende a niveles mínimos, lo que hace que las imágenes captadas por PET 
sean heterogéneas [135]. Por esta razón, realizamos el ensayo de PET en ayunas. Se anestesiaron las 
ratas con 2,5% isoflurano-O2 y se inyectó a través de la vena caudal una actividad de 29,6-37 MBq de [18F]-
FDG en suero salino, siguiendo estudios previos [137]. Para la realización de PET se utilizó el tomógrafo 
ARGUS PET/CT (Sedecal; España) compuesto por un escáner de doble anillo de 60 Hz. El tiempo de 
adquisición dinámica fue de 60 minutos. Después, transcurridos 30 minutos desde la realización de PET y 
para llevar a cabo el cálculo de las actividades, se extrajeron 400 μl de sangre de la cola de los animales 
en un tubo eppendorf con EDTA. Los tubos se centrifugaron a 13.000 rpm durante 1 minuto para obtener el 
plasma. Éste se congeló inmediatamente a -80ºC para posteriores análisis de corrección de la actividad 
radiactiva. Con el fin de construir mapas polares de distribución de la traza en el VI se realizaron cortes 
transversales imaginarios con el programa ARGUS. Los datos se procesaron y se calculó el valor SUV para 









4. Cálculo de la homeostasis de la glucosa 
A partir de una gota de sangre obtenida de una mínima sección en la cola de las ratas del modelo 
GK (n=7, cada grupo) tras una noche de ayuno, se midió la concentración de glucosa circulante mediante 
glucómetría [Glucocard G+ meter (Japón)]. Después, para la realización del test de tolerancia oral a glucosa 
(OGTT), se suministró a las ratas la dosis correspondiente de vehículo o sitagliptina, e inmediatamente se 
les administró por sonda una sobrecarga oral de glucosa (0,5 g/Kg peso corporal). Quince y sesenta minutos 
después se recogieron 400 μl de sangre de la cola del animal en tubos con EDTA. Los tubos se centrifugaron 
15 minutos a 2.000 rpm y 4ºC, y el plasma obtenido se utilizó para medir la concentración de glucosa e 
insulina por un kit de Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA) [kit de ELISA (Mercodia AB, 
Suecia)]. Para la determinación de GLP-1 se recogió sangre en tubos de cristal [Vacutainer P700 v1.0, BD, 
(USA)] con EDTA 0,5M e inhibidores de DPP-4 a los que se había añadido previamente 10.000 UI/ml 
aprotinina y 1,46 ml etanol absoluto. La concentración de GLP-1 en plasma se midió a través del método 
Orskov [30]. Brevemente, los tubos se agitaron por inversión durante una hora a 4ºC y se centrifugaron a 
Figura 12 - Distribución en mapas polares del corazón para la 
cuantificación de [18F]-FDG por PET. (A) Paredes y cavidades del 
corazón. (B) Segmentos del corazón según cortes transversales (A-B)  
practicados a nivel basal, medio y apical. Los cortes basales y medios 
delimitan seis segmentos y el corte apical cuatro. Todos ellos junto con el 
ápex constituyen los 17 segmentos en que se puede dividir el corazón 
(Sociedades Americanas de Imagen [1]. (C) Visión de los 17 segmentos en 
un plano longitudinal (C-D). 
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3.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Los sobrenadantes se congelaron en N2 líquido y seguidamente se 
liofilizaron (Labotec, USA) para resuspenderse en una solución de 0,2M glicina-0,5% BSA-500U/ml 
aprotinina (pH 8.8). Después, se utilizaron 100 μl para la cuantificación de GLP-1 mediante un kit de ELISA 
[Epitope Diagnostic Inc., (USA)]. Además se determinó el índice HOMA-IR, que estima la funcionalidad de 
las células β pancreáticas y la resistencia a insulina a partir de los niveles plasmáticos de glucosa e insulina 








Donde la glucosa plasmática se expresa en mM y la insulina en mU/mL medidas ambas en ayunas. 
HOMA-IRcategoriza la resistencia a insulina en unidades como sigue: <3, resistencia normal; 3-5, 
resistencia moderada; >5, resistencia severa [138]. 
5. Caracterización de la hipertrofia, fibrosis, esteatosis, apoptosis y oxidación en tejido 
cardiaco 
Las secciones de corazón almacenadas en 4% PFA se incluyeron en parafina previa deshidratación 
del tejido, como sigue: etanol 70%, 2 h.; etanol 96%, 90 minutos (3x); etanol 100%, 2 h. (3x); xileno, 90 
minutos (2x) y parafina. Una vez enfriadas, las piezas se cortaron a 4 μm de grosor con micrótomo [Microm 
HM 325; Thermo Fisher Scentific (UK)] para fijarse en portaobjetos [Flex IHC; Dako (Dinamarca)]. 
Posteriormente se desparafinaron en estufa a 60ºC durante 1 hora, inclusión en xileno durante 10 minutos 
e hidratación en gradiente descendente de etanol (100%, 96% y 70%, 5 minutos cada uno) y H2O.  
La cuantificación de hipertrofia y fibrosis se realizó mediante la tinción de Tricrómico de Masson [Bio-
Óptica, Milán, (Italia)], que permite visualizar las fibras de colágeno tipo-I en color azul-verdoso y las células 
musculares (cardiomiocitos) en rojo. Para el estudio de la hipertrofia se realizaron medidas morfométricas 
del contorno del cardiomiocito. Además, se midió la expresión del RNAm de ANP y BNP en extracto tisular 
y el peso relativo del corazón. En nuestro modelo ZDF se cuantificaron en conjunto todas las formas de 
fibrosis (intersticial, perivascular y de reemplazo) en 10 campos diferentes de cada miocardio utilizando el 
programa Metamorph [Molecular Devices (USA)].  
Para la cuantificación de triglicéridos y depósitos de lípidos neutros en el modelo ZDF, se emplearon 
secciones de tejido criopreservado en OCT. Se realizaron cortes de 5 μm y se tiñeron con Oil-Red-O [ORO; 
Sigma-Aldrich, (USA)]. ORO es un colorante lipofílico que tiñe de forma específica en color rojo brillante 
TAGs y lípidos neutros [139]. Para confirmar los hallazgos obtenidos con ORO, se realizó una segunda 
tinción con otro colorante lipofílico: Nile-Red (Sigma). Este colorante tiñe específicamente, también en color 
rojo, los depósitos lipídicos intracelulares [140]. Tras la tinción con ORO y Nile-Red, los cortes se lavaron 
con tampón fosfato (PBS, pH 7.6) y se aplicó una tinción de contraste nuclear con hematoxilina.  
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La fragmentación del DNA es un proceso característico de apoptosis celular [141]. En los miocardios 
del modelo ZDF la apoptosis se cuantificó mediante tinción con TUNEL [Transferase dUTP Nick End 
Labeling; CardioTacs In Situ Apoptosis Detection Kit, R&D systems, Minneapolis, (USA)]. El ensayo se basa 
en la detección del DNA dañado por la enzima Tdt (terminal deoxynucleotidyl transferase). El marcaje se 
realizó en secciones de 5 μm de tejido incluidas en OCT y fijadas en portaobjetos siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Se calculó el porcentaje de núcleos positivos (apoptóticos) en 200-300 células de 10 campos 
seleccionados al azar con el programa Metamorph. 
Los niveles de ROS se midieron tanto en citosol como en mitocondria. La producción de ROS 
citosólico se determinó mediante tinción con dihidroetidio [DHE, 5 μM; Invitrogen (USA)] en secciones de 
miocardio incluidas en parafina. DHE reacciona directamente con los radicales superóxido (O2-) citosólicos, 
se oxida a etidio, y se acumula en el núcleo intercalándose en el DNA y emitiendo fluorescencia en color 
rojo. La intensidad de fluorescencia (Absex/em 518/605 nm) se midió en núcleos de 10 campos de 50 células 
cada uno utilizando el programa Metamorph. La producción de ROS mitocondrial se evaluó mediante 
incubación con MitoSOX (5 μM; Invitrogen), 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. MitoSOX 
es un fluoróforo que detecta el anión O2- mitocondrial, dando lugar a una fluorescencia roja (Absex/em 510/580 
nm). La fluorescencia se cuantificó mediante citometría de flujo [FACScalibur Analyzer BD, (Alemania)] y 
análisis de imagen con el programa Metamorph. Los núcleos de ambas inmunohistoquímicas se 
contrastaron con 4´, 6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato (DAPI).  
Además de las tinciones anteriores se llevó a cabo una tinción en paralelo de cada muestra con 
hematoxilina/eosina (H/E) para el estudio de la estructura tisular. La hematoxilina, por ser una sustancia 
básica o catiónica, tiñe estructuras ácidas como el núcleo celular en tonos azules o púrpuras. La eosina, 
debido a su naturaleza aniónica o ácida, tiñe componentes básicos como el citoplasma en tonos de color 
rosa. Las preparaciones se fijaron con medio de montaje acuoso [resina, Entellan; Merck (Alemania)] (ORO, 
Nile-Red, TUNEL y  H/E) o hidrofóbico [mowiol, Mowiol 40-88; Sigma (USA)] (DHE y MitoSOX). Las 
imágenes de TUNEL, ORO y Nile-Red se obtuvieron con un microscopio óptico (Leica) y con el microscopio 
confocal de fluorescencia (Leica) en el caso de DHE y Mitosox. 
6. Cultivos celulares 
La línea celular de cardiomiocitos H9c2(2-1) [(ATCC, CRL-1446 (USA)] es una línea permanente de 
mioblastos auriculares derivados de tejido embrionario de corazón de rata BD1X que exhibe propiedades 
de músculo esquelético [142]. Las células H9c2 se cultivaron a 37ºC y 5% CO2 en medio Dubelcco’s 
modified Eagle’sMedium (DMEM) suplementado con 9% de suero bovino fetal (FBS) decomplementado, 
100 IE/ml penicilina, 100 μg/ml estreptomicina, 2 mM L-glutamina y 5 mM D-glucosa (Sigma). Los pases 
celulares se realizaron cada dos días levantando las células con tripsina-EDTA (Gibco, Alemania) durante 
5 minutos a 37ºC y subcultivando en un ratio 1:3. A la hora de realizar ensayos, las células H9c2 se contaron 
y se sembraron en placas. Antes de confluir (70-80%, aproximadamente 8x105 células en placas P-100), 
las H9c2 se diferenciaron a miocitos mediante deprivación de FBS durante 12-16 horas (figura13). 
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Además se utilizó la línea de mioblastos ventriculares C2C12 de ratón (ATCC, CRL-1772). Las C2C12 
se mantuvieron con medio DMEM suplementado con 9% FBS, 50 U/ml penicilina, 50 μg/ml estreptomicina 
y 5 mM D-glucosa. Antes de alcanzar la confluencia (70-80%), las células C2C12 se diferenciaron con medio 
DMEM suplementado con 2% de suero de caballo durante cuatro días (figura13).  
  
 
Las células H9c2 y C2C12 se sometieron a condiciones de hiperglicemia y/o hiperlipemia mediante 
incubación con elevadas concentraciones de glucosa [D-glucosa, 25-33 mM, Sigma] y/o con un ácido graso 
saturado [palmitato sódico (PA), Na+-palmitato (16:0), 0,12-0,25 mM, Sigma], respectivamente. El palmitato 
se conjugó previamente con albúmina de suero bovino (BSA) en un ratio 3:1 (palmitato:BSA), semejando 
las condiciones fisiopatológicas observadas en humanos [143]. En células control se añadió la misma 
concentración de BSA en ausencia de palmitato. El tiempo de estimulación fue de 6 horas para estudios de 
expresión de RNAm y 8-12 horas para estudios de expresión proteica. Algunas células fueron pretratadas 
con eplerenona (1 mM-1 μM, Pfizer) una hora antes de la estimulación. La eplerenona se diluyó en 20% 
etanol-H2O y se esterilizó por filtración (0,22 μM; Sterile Eo, Alemania).  
7. Determinación de la asimilación de glucosa in vitro 
Para el estudio de la asimilación de glucosa, los cardiomiocitos se incubaron en condiciones de 
normoglicemia (5 mM glucosa) durante 3 horas con glucosa marcada [100 μM de 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazol-4-yl)-amino-2-deoxiglucosa (2-NBDG; Invitrogen)] y un exceso de palmitato (0,12 mM), o insulina 
[10 μM; Humulina 100 UI/ml, Lilly (Alemania)], como control positivo. Algunas células fueron pretratadas con 
Figura 13 - Líneas celulares de cardiomiocitos en cultivo. Crecimiento 
de H9c2 antes y después de su diferenciación a miotubos (A y B, 
respectivamente). Cultivo de C2C12 antes y después de su diferenciación a 
miotubos (C y D, respectivamente) 
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eplerenona (1 μM). Tras descartar el medio de cultivo y lavar las células, éstas se levantaron con tripsina-
EDTA y se midió el porcentaje de células fluorescentes (Absex/em 465/540 nm) por citometría de flujo.  
8. Determinación de la producción de ATP celular: 
Los cardiomiocitos se estimularon con elevada dosis de palmitato (0,12-0,25 mM) durante 12 horas 
+/- pretratamiento con eplerenona 1 hora (1μM). Después se lavaron con PBS y se lisaron con un buffer de 
liberación de ATP (100 mM KH2PO4, 1 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol y 1% Tritón X-100, pH 7.8). Diez μl de 
este lisado se utilizaron para determinar la concentración proteica y otros diez para la cuantificación de ATP 
empleando un kit específico (ATP Determination Kit, Invitrogen), conforme a las instrucciones del fabricante. 
La producción de ATP se calculó en μg ATP/μg proteína. 
9. Cuantificación de la apoptosis/supervivencia, acumulación lipídica y oxidación 
celular 
En el ciclo celular las células quiescentes (fase G0) entran en fase G1 y comienzan la síntesis y 
activación de proteínas. Al final de esta fase las células alcanzan un punto de restricción que, tras 
sobrepasarlo, entran en fase S o de replicación del DNA. Finalmente, de aquí pasan a la fase G2 donde se 
produce su división [144].  Las células apoptóticas se caracterizan por una hipodiploidía en la fase sub G0/G1 
del ciclo celular, que puede ser detectada por citometría de flujo. Tras la estimulación, los cardiomiocitos se 
levantaron con tripsina-EDTA 0,5%, se permeabilizaron con PBS/0,05% NP-40 y 10 μg/ml RNAsa-A durante 
3 horas a 4ºC, y se incubaron con yoduro de propidio para marcar el DNA celular y contarlas por citometría 
de flujo (Absex/em 536/617 nm). Además se analizó la tasa de supervivencia celular mediante el ensayo MTT 
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]. Este compuesto es metabolizado por las 
enzimas NAD(P)H oxido-reductasas de las células viables dando lugar a formazán que, al ser insoluble en 
el medio de cultivo, genera un precipitado de color púrpura que se detecta por colorimetría. El MTT se 
añadió a las células depleccionadas (0,5 mg/ml) durante 3 horas a 37ºC. Después se retiró el medio y se 
diluyó el formazán precipitado en cada pocillo con isopropanol anhidro. A continuación se midió la 
absorbancia a 540 nm.  
Para la cuantificación de esteatosis celular, los cardiomiocitos estimulados, se fijaron con 4% PFA y 
tiñeron con ORO del mismo modo que los corazones del modelo ZDF. La acumulación lipídica se cuantificó 
utilizando el programa Metamorph, contando diez campos de 50 células de, al menos, 3 experimentos 
independientes.  
Para examinar la producción de ROS mitocondrial, se utilizó la tinción con MitoSOX. Los 
cardiomiocitos se fijaron e incubaron con MitoSOX, tal como se realizó en los corazones. Se contaron 10 
campos de 50 células de, al menos, 3 experimentos independientes. Además, la producción de O2- 
mitocondrial se evaluó por citometría de flujo. Las células se cultivaron en DMEM (sin rojo fenol) 
suplementado con 10% FBS hasta subconfluencia. Tras depleccionar las células, éstas se estimularon con 
palmitato (0,12 mM) e incubaron con MitoSOX, el cual se detectó por citometría de flujo (Absex/em 510/580 
nm) a diferentes intervalos de tiempo (10-60 minutos). Como control positivo de la oxidación mitocondrial 
se utilizó 1 mM de H2O2 (Panreac Química, España).  
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10. Cuantificación de la acumulación lípidica tisular y celular 
Extractos congelados en N2 líquido de VI u 8x105 cardiomiocitos estimulados, se disolvieron en 25 μl 
etanol/mg ó 100 μl etanol, respectivamente. A las muestras se añadieron bolitas de cristal [2 mm, Qiagen 
(Hilden, Alemania)] y se agitó intensamente [TissueLyser LT (Qiagen)] durante 5 minutos. Posteriormente 
se centrifugaron a 15.400 g y 15ºC durante 20 minutos, y 80 μl de los sobrenadantes (lípidos celulares) se 
transfirieron a viales para analizar por cromatografía de masas líquida  [Ultra High Liquid Chromatography-
Mass (UHPLC-MS)]. Estas mediciones se llevaron a cabo en la Fundación Universitaria San Pablo CEU por 
el Dr. J. Rupérez utilizando el espectrómetro Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA), equipado con 
un sistema LC serie 1.290 y un detector 6.550 iFunnel QTOF MS. Para ello, se inyectó 1 μL de cada muestra 
en una columna Zorbax Eclipse Plus C8, 2.1, 150 mm de 1,8 μm (Agilent Technologies) a 80ºC. Los 
componentes fueron eluidos en un gradiente lineal (0.6 mL/min) con formiato amónico 10 mM (pH 6.5) y 
50%-100% de metanol. Los resultados obtenidos se procesaron con el programa MassHunter Qualitative 
Analysis B.05.00. Se eliminaron los iones no relacionados por la herramienta Molecular Feature Extraction 
(MFE). El pretratamiento de datos, incluyendo el alineamiento y filtrado, se realizó con el programa 
MassProfiler Professional (B.12.01, Agilent Technologies), resultando una matriz principal de componentes 
con las muestras separadas por sus tiempos de retención característicos y su masa neutra, y la abundancia 
de cada componente para cada una de ellas. Una vez depurada la lista de moléculas, se exportó a tres 
bases de datos públicas (METLIN-http://metlin.scripps.edu/; LipidMaps–http://www.lipidmaps.org/; y KEGG 
– http://www.genome.jp/kegg/), y se identificaron las características de cada lípido por su masa exacta (error 
inferior a 5 ppm).  
11. Análisis de proteínas 
Cincuenta mg de VI o extractos celulares procedentes de 8x105 cardiomiocitos cultivados se 
homogeneizaron con bolitas de acero de 0,9 mm de diámetro siguiendo las instrucciones del fabricante 
(SSB14B, Next Advance, Inc. USA) con el homogeneizador Bullet Blender (Cultek) y en buffer de lisis (50 
mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 2% SDS +1/250 cocktail de inhibidores de proteasas mamíferas) frío.Para 
la obtención y separación de proteínas citosólicas y de membrana se homogeneizaron los fragmentos de 
tejido o los extractos proteicos en buffer HB (3 mM imidazol y 250 mM sacarosa a pH 7.2). El 
homogeneizado se pasó 3 veces por una aguja de 22g de diámetro y se centrifugó a 3.000 rpm durante 10 
minutos a 4ºC. Se recogió el sobrenadante y se centrifugó a 65.000 rpm durante 15 minutos en una 
ultracentrífuga (Beckman). El pellet (núcleos celulares) se lavó 3 veces más y se congeló. Una vez 
ultracentrifugados, el sobrenadante (citosol celular) se retiró y congeló. El nuevo pellet (membranas 
celulares) se lavó 3 veces más y después se congeló. Para la localización de Glut4, Glut1 y FAT/CD36) en 
los modelos de ratas y en cardiomiocitos, se realizó una separación diferencial en gradiente de sacarosa, 
obteniendo extractos proteicos endosomales y de membrana plasmática (sarcolema). Para ello se 
homogeneizaron los extractos tisulares o celulares en buffer de lisis (1mM EDTA, 250 mM sacarosa y 10 
mM Tris a pH 7.5). El homogeneizado se pasó 8 veces consecutivas a través de una aguja de 22g de 
diámetro y a continuación se centrifugó a 760g durante 5 minutos a 4ºC. Una vez centrifugados, los 
sobrenadantes se recogieron en tubos de ultracentrífuga y se centrifugaron a 31.000g durante 1h a 4ºC 
para la obtención del pellet de proteínas del sarcolema. A continuación se recogieron los sobrenadantes y 
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se centrifugaron a 190.000g durante 1h a 4ºC para obtener las proteínas endosomales. Posteriormente en 
todos los casos se determinó la concentración de proteína mediante el método del ácido bicinconínico (BCA, 
Pierce).  
11.1. Western Blot y ELISA 
Aproximadamente 40 μg de proteínas de extractos tisulares o celulares se separaron en geles de 
acrilamida-bisacrilamida 29:1 (Protogel) al 10-12% a voltaje constante de 120V, fueron transferidas a 
membranas de nitrocelulosa (iBlot, Invitrogen), bloqueadas con 5% de leche desnatada (Sveltesse, Nestlé, 
Barcelona) en buffer salino Tris-borato con 1% Tween 20 (TBST) e incubadas con anticuerpos primarios 
específicos (tabla 1). La gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) se utilizó como control de carga. 
Las membranas se lavaron con TBST cada 5 minutos (x5) y se incubaron con los anticuerpos secundarios 
correspondientes diluidos en TBST con 5% leche desnatada a concentración 1:5.000. Todos los anticuerpos 
secundarios estaban conjugados con peroxidasa (GE-Healthcare, España). Para la generación de 
quimioluminiscencia se utilizó el substrato HRP Luminata Crescendo (Millipore). Las membranas se 
expusieron en el sistema digital de imagen ImageQuant LAS 4.000 (GE Healthcare). En cada western blot 
se muestra un gel representativo de todas las ratas, o, de al menos tres experimentos independientes de 
cultivos celulares, junto con su semi-cuantificación (n-veces vs. GAPDH).  
La insulina y aldosterona en plasma se detectaron mediante kits de ELISA específicos (Mercodia, 
Suecia). En el caso de los cultivos in vitro, se determinó el nivel de glucocorticoides aislando los medios de 
cultivo y centrifugándolos después a 1.200 rpm durante 10 minutos con kits de ELISA dirigidos (BlueGene; 
antibodies-online.com) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
Tabla 1 - Anticuerpos utilizados para la detección de diferentes proteínas 




Anti- Origen Dilución Huésped Casa comercial 
ACSL-1 Humano 1:500 Ratón Sigma 
Caspasa-3 Humano 1:500 Conejo Cell-Signaling 
DGAT-1 Humano 1:1.000 Cabra Sigma 
FABP3 Humano 1:250 Ratón Abcam 
FAT/CD36 Humano 1:1.000 Conejo Sigma 
GAPDH Humano 1:5.000 Ratón Millipore 
Glut1 Humano 1:5.000 Conejo Santa Cruz B. 
Glut4 Humano 1:250 Ratón Sigma 
GPAT-1 Humano 1:1.000 Conejo Sigma 
IRS-1 Humano 1:500 Conejo Sigma 
NRF1 Humano 1:500 Conejo Sigma 
PDK4 Humano 1:1.000 Conejo Sigma 
PGC-1α Humano 1:500 Conejo Sigma 
PPARα Humano 1:500 Conejo Sigma 
Tfam Humano 1:500 Conejo Sigma 
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12. Determinación de la expresión génica por RT-PCR cuantitativa 
A partir de 50 mg de VI homogeneizados (Bullet Blender) u 8x105 cardiomiocitos estimulados, se 
extrajo el RNA total con TRIzol® (Invitrogen). Se añadieron 500 μL/placa o extracto tisular de TRIzol® más 
100 μL de cloroformo (Fisher) y se agitaron en tubos eppendorf durante 15 segundos con vórtex. Tras 
reposar 5 minutos a temperatura ambiente se centrifugaron 15 minutos a 12.000 rpm y 4ºC. Seguidamente 
se recogió la fase superior y se añadieron 250 μL de isopropanol (Fisher). Los tubos se congelaron a -20ºC 
durante 30 minutos para la precipitación del RNA. Después, los tubos se centrifugaron a 12.000 rpm durante 
5 minutos y 4ºC para obtener un pellet que se lavó con etanol-H2O 75% (Merck), se centrifugó a 12.000 rpm 
durante 5 minutos a 4ºC y se dejó secar a temperatura ambiente. Una vez seco, el pellet se resuspendió en 
15 μL de H2O libre de nucleasas (Promega, España). Para medir la concentración y calidad (ratios 
RNA/DNA y RNA/Proteína) del RNA obtenido se utilizó un espectrofotómetro  (NanoDrop, Thermo). Dos μg 
de RNA total se retrotranscribieron a cDNA mediante un kit de retrotranscripción [High Capacity (Applied 
Biosystems)]. El cDNA se amplificó mediante reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (QPCR) 
multiplex con diferentes sondas para los genes a estudiar (tabla 2). 
 
Gen Especie Fluoróforo Referencia de la sonda 
ANP Rata FAM Rn00561661_m1 
BNP Rata FAM Rn00580641_m1 
Colágeno tipo-IV Rata FAM Rn01401018_m1 
Fibronectina Rata FAM Rn00569575_m1 
FAT/CD36 Rata FAM Rn00580728_m1 
FABP3 Rata FAM Rn00577366_m1 
ACADl Rata FAM Rn00563121_m1 
ACADm Rata FAM Rn00566390_m1 
Cpt-1b Rata FAM Rn00682395_m1 
18S Eucariota VIC 4310893E 
 
Tabla 2 - Sondas utilizadas para el análisis génico por QPCR. 
 
La mezcla para la QPCR se preparó como sigue: 33 ng de cDNA, 0,25 μl de sonda de expresión 
marcada con fluoróforo FAM más 0,125 μl de sonda del gen de control interno de expresión de la subunidad 
18S ribosómica eucariota marcado con fluoróforo (VIC), 5 μl de buffer premix (polimerasa y sales) y H2O 
libre de RNAasas. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 1 ciclo de 2 minutos a 50ºC, 1 
ciclo de 10 minutos a 95ºC, y 40 ciclos de 15 segundos cada uno a 95ºC y 1 minuto a 60ºC. Todas las 
muestras se cargaron en placa de 96 pocillos por triplicado para obtener un ciclo umbral (Ct) medio. Si la 
desviación para cada triplicado superaba 0,3 ciclos, su Ct se descartó para el análisis. La expresión relativa 
de cada gen se calculó siguiendo el modelo matemático R=2-ΔΔCt y en relación a la expresión de 18S. 
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13. Análisis estadístico: 
Los resultados de expresión proteica y RNAm se muestran como incrementos de n-veces con 
respecto al control. Todos los datos se expresan como valores medios ± desviación estándar, y fueron 
analizados mediante los test no paramétricos de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney (Programa R, 











































En esta primera parte de resultados estudiamos el efecto de la eplerenona en el desarrollo de la 
patología cardiaca inducida por DM2/obesidad. El bloqueo de MR por eplerenona ha sido probado 
satisfactoriamente en la reducción del riesgo cardiovascular en modelos murinos de hipertensión, daño 
renal crónico e isquemia/reperfusión, y en pacientes con insuficiencia cardiaca e infarto agudo de miocardio 
[98, 145-147]. Sin embargo, no se conoce el efecto del bloqueo de MR en la MCD, concretamente en los 
procesos asociados de esteatosis y apoptosis cardiaca. 
1. La administración de eplerenona redujo la hiperlipemia y la resistencia a insulina en 
ratas DM2/obesas 
Las ratas ZDF alimentadas con dieta hiperlipémica desarrollaron obesidad y DM2, conforme a lo 
descrito previamente [129]. Asimismo presentaron valores significativamente elevados de glucosa, lípidos 
(Ch, TAG y FFAs) y aldosterona en plasma en comparación con las ratas ZL (figura 13). Sin embargo, tras 
16 semanas de tratamiento con eplerenona a una dosis de 25 mg/kg peso corporal/día, los valores de Ch, 
TAG y FFAs sufrieron un descenso significativo en paralelo a un aumento de aldosterona, mientras que los 


















Figura 14 - La eplerenona redujo la hiperlipemia en ratas obesas/DM2. Tras 16 semanas de 
tratamiento, la eplerenona disminuyó el Ch, TAG y FFAs circulantes así como el peso relativo del 
corazón en ratas ZDF. Se muestran imágenes representativas de cada grupo de ratas (n=10) y 
detalle del corazón. Ch, colesterol; TAG, triacilglicéridos; FFA, ácidos grasos libres; HDL, 
lipoproteínas de alta densidad; HW, peso del corazón; FL, longitud del fémur; *p<0,05 y **p<0,01 




Por otro lado, no se observaron cambios significativos en la presión sistólica entre los grupos (135,0 
± 8,1; 139,8 ± 15,2 y 145,2 ± 5,3 mm Hg para ZL, ZDF y ZDF + Epl., respectivamente), y los parámetros de 
daño severo renal (urea, creatinina y albúmina) y hepático (niveles enzimáticos de aspartil y alanina 
aminotransferasas) permanecieron inalterados en todos los grupos (no mostrado). A partir de las muestras 
de orina se analizaron los niveles de proteinuria que resultaron significativamente elevados en el grupo ZDF 
y revertidos por eplerenona (8,4 ± 3,5; 134 ± 43 y 19,3 ± 13,3 μg/día para ZL, ZDF y ZDF + Epl., 
respectivamente, p<0,01). Puesto que los antagonistas de MR pueden inducir hiperpotasemia [146], se 
monitorizó la concentración de potasio en el plasma de los animales de forma periódica. A la dosis y tiempo 
de eplerenona empleados, las concentraciones de potasio se mantuvieron en los rangos normales (4,4 ± 
0,58 mEq/l). Además, las ratas ZDF exhibieron niveles elevados de insulina en sangre (figura 14) y mediante 
Western Blot se observó que también presentaban una expresión reducida de un intermediario clave en la 
señalización de insulina, IRS-1 (figura 15), como ocurre en condiciones de resistencia a insulina y DM2 
[148]. El tratamiento con eplerenona no mejoró la hiperinsulinemia pero recuperó los niveles de IRS-1 
tisulares en ratas ZDF (figuras 14 y15, respectivamente).  
 
Figura 15 - La eplerenona podría mejorar la respuesta a 
insulina en ratas ZDF. Expresión de IRS-1 en el miocardio de 
las ratas del modelo. *p<0,05 vs. ZL. ††p<0,01 vs. ZDF. 
 
2. La eplerenona atenuó la hipertrofia cardiaca y la disfunción diastólica en ratas ZDF 
Las ratas ZDF mostraron un incremento del ratio peso del corazón/longitud del fémur (HW/FL; figura 
14). Además, por ecocardiografía (figura 16 A) se observó que los corazones ZDF presentaban un aumento 
del grosor del septo interventricular (IVS) y una reducción de los diámetros del VI en sístole (LVSD) y 
diástole (LVDD). Además, un marcador pro-hipertrófico, el péptido natriurético atrial (ANP), resultó 
incrementado en el grupo ZDF. Sin embargo, la expresión del péptido natriurético cerebral (BNP) no se vio 
significativamente modificada (figura 16 B).  
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Además, las ratas ZDF presentaron una prolongación del tiempo de deceleración (Dec. T) y un 
descenso del ratio de las ondas E/A, sugiriendo una disfunción diastólica. Sin embargo, la fracción de 
eyección (FE), un parámetro que mide la función sistólica, no se vio alterada. El tratamiento con eplerenona 
atenuó HW/FL, IVS, expresión de ANP, Dec. T., y ratio E/A, indicando una mejora de la hipertrofia cardiaca 
y disfunción diastólica en los animales (figuras 14 y 16). 
 
Figura 16 - La eplerenona mejoró la función y estructura cardiaca en ZDF. (A) Mediante Eco-Doppler, parámetros 
estructurales y funcionales de los corazones de ratas ZL, ZDF y ZDF tratadas con eplerenona. Se muestran imágenes 
representativas de cada grupo. (B) Expresión cardiaca de ANP y BNP. LVPW, espesor de la pared posterior del VI; 
IVS, septo interventricular; LVDD y LVDS, diámetros del VI diastólico y sistólico, respectivamente; EF, fracción de 
eyección y Dec T., tiempo de desaceleración. *p<0,05 y **p<0,01 vs. ZL. †p<0,05 vs. ZDF. 
 
3. La eplerenona redujo la fibrosis y apoptosis en el miocardio de ratas ZDF 
Mediante tinción con tricrómico de Masson observamos que el VI de ratas ZL mostraba una 
estructura normal con un espacio intersticial regular. Por el contrario, las ratas ZDF presentaban una 
arquitectura anómala y desorganizada, con aumento del tamaño celular y espacio intersticial (figura 17 A). 
Sin embargo, el tratamiento con eplerenona mejoró la organización celular y aminoró el tamaño celular 
además de atenuar la deposición de matriz extracelular (MEC) intersticial y, principalmente, perivascular. 




reducida por eplerenona (figura 17 B), confirmando así resultados previos en MCD experimental y humana 
[106, 149].  
 
Figura 17 - La eplerenona atenuó la hipertrofia y fibrosis celular en el miocardio de ratas ZDF. (A) Mediante 
tinción de Masson se observó abundante deposición de MEC (marcaje en azul verdoso) y aumento del tamaño celular 
en el miocardio ZDF que fue mitigado por el tratamiento con eplerenona. (B) Expresión del RNAm de colágeno tipo-IV 
(Col.-IV) y fibronectina-1 (FN-1) en las ratas. **p<0,01 vs. ZL. ††p<0,01 vs. ZDF. 
 
Puesto que la hipertrofia (figuras 14, 16 y 17) y fibrosis (figura 17) podrían contribuir al remodelado 
cardiaco inducido por una pérdida de celularidad [36], investigamos la respuesta apoptótica del corazón 
ZDF y, como novedad, los efectos producidos por la eplerenona al respecto. De modo interesante, mediante 
TUNEL (figura 18 A) se observó un incremento de núcleos apoptóticos en el miocardio ZDF que fue mitigado 
por eplerenona. Además, el miocardio ZDF presentó una activación de caspasa-3 pro-apoptótica que fue 
atenuada por el tratamiento (figura 18 B). Así, la eplerenona podría no sólo mejorar la hipertrofia y fibrosis 




Figura 18 - La eplerenona atenuó la apoptosis cardiaca en ratas ZDF. (A) Detección de núcleos apoptóticos 
(flechas rojas) mediante TUNEL. (B) Activación de caspasa-3 (isoforma activa~17 kDa) en ratas ZL, ZDF y ZDF 
tratadas con eplerenona. *p<0,05 y **p<0,01 vs. ZL. †p<0,05 vs. ZDF. 
 
4. La eplerenona disminuyó la apoptosis en cardiomiocitos expuestos a una elevada 
dosis de ácido graso. 
 Con el fin de conocer si los efectos anti-apoptóticos de la eplerenona observados en el miocardio 
pudieran ser directos o derivados de la disminución de la hiperlipemia, se evaluó la respuesta apoptótica en 
cultivos de cardiomiocitos de la línea celular H9c2 pretratados con eplerenona y estimulados con una 
elevada concentración de palmitato (HF). En primer lugar, mediante citometría de flujo observamos que HF 
a una concentración de 0,12 mM incrementaba de forma significativa el número de cardiomiocitos 




citoquina pro-apoptótica IFNγ (no mostrado). Además, se observó activación de caspasa-3 (figura 19 B), 
picnosis nuclear y pérdida de celularidad (figura 19 C). La incubación de H9c2 con una elevada dosis de 
glucosa (HG, 25-33 mM) no produjo apoptosis ni activación de caspasa-3. La co-incubación con HF y HG 
no modificó los valores obtenidos sólo con HF.  
 
 
En cultivos de H9c2, HF además estimuló la liberación de aldosterona al medio extracelular a partir 
de 6 horas de incubación y una dosis de 0,12 mM (no mostrado). De interés, el pretratamiento con 
eplerenona 10-6M in vitro produjo un descenso de la muerte celular por apoptosis (figura 20 A) y de la 
expresión de caspasa-3 inducida por HF (figura 20 B). 
Figura 19 - HF indujo apoptosis en cardiomiocitos. (A) Por citometría de flujo, porcentaje de 
núcleos apoptóticos (fase sub G0/G1 celular) en cardiomiocitos expuestos a HF (0,12-0,5 mM) y/o HG 
(25-33 mM) tras 3-24 horas de exposición. (B) Activación de caspasa-3. (C) Detección de picnosis 





Figura 20 - La eplerenona redujo la apoptosis en cardiomiocitos expuestos a HF. (A) Detección de cardiomiocitos 
en apoptosis (fase sub G0/G1). (B) Activación de caspasa-3 en células incubadas con HF y HF + Eplerenona. **p<0,01 
vs. control. †p<0,05 y ††p<0,01 vs. HF. 
 
Estos datos fueron corroborados por ensayos de supervivencia celular con metil tiazol tetrazolio 
(MTT). La incubación de H9c2 con HF disminuyó de forma significativa la supervivencia celular a las mismas 
dosis (0,12 y 0,25 mM), mientras que el pretratamiento con eplerenona revirtió este efecto (sólo para la 







5. La eplerenona redujo la esteatosis cardiaca en ratas ZDF. 
La apoptosis presente en los corazones de las ratas ZDF y en cardiomiocitos estimulados con HF 
podría ser consecuencia del exceso de asimilación y acumulación de FAs [150]. La entrada de FAs en el 
cardiomiocito ocurre de forma mayoritaria a través de los receptores FAT/CD36, que se movilizan desde 
las vesículas endosomales al sarcolema celular [151]. En nuestro modelo, la expresión y traslocación de 
FAT/CD36, tanto la isoforma no-glicosilada (endosomal~53 kDa) como la glicosilada/fosforilada 
(sarcolema~90 kDa) estaban incrementadas en los corazones ZDF (figura 22). Sin embargo, el tratamiento 













Figura 22 - La eplerenona redujo la expresión y traslocación de 
FAT/CD36 en corazones ZDF. Niveles de FAT/CD36 [~90 kDa 
(banda superior) y ~53 kDa (banda inferior); fracción de sarcolema 
y endosomal, (barras sólidas y rayadas en el gráfico de 
cuantificación), respectivamente] en los corazones ZL y 
ZDF±Eplerenona. **p<0,01 vs. ZL. †p<0,05 y ††p<0,01 vs. ZDF. 
Figura 21 - La eplerenona incrementó la viabilidad celular en 
cardiomiocitos expuestos a HF. Ensayo MTT de viabilidad celular en H9c2 
estimuladas con HF±eplerenona o HG. *p<0,05 y **p<0,01 vs. control. 
†p<0,05 vs. HF. 
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Tras la entrada en la célula, los FAs son transportados a diferentes orgánulos para fines distintos. 
Mayoritariamente, los FAs se dirigen a la mitocondria para la obtención de energía mediante β-oxidación 
[152]. En este sentido, observamos que las ratas ZDF presentaron un incremento en la expresión del RNAm 
de FABP3, un transportador de FAs citosólico (figura 23 A), y de dos enzimas limitantes de la β-oxidación, 
ACADm y ACADl (figura 23 B).  
 
 
Figura 23 - La eplerenona disminuyó la expresión de proteínas de movilización y oxidación 
de FAs en ratas ZDF. (A) FABP3, (B) ACADl y ACADm.*p<0,05 y **p<0,01 vs. ZL. †p<0,05 vs. 
ZDF. 
 
Los FAs también pueden ser derivados a re-esterificación lipídica para la síntesis de TAGs y 
fosfolípidos [153]. En este sentido, observamos mediante tinción con ORO numerosos acúmulos lipídicos 
en el miocardio de ratas ZDF (figura 24 A), constituidos principalmente por TAGs [46]. Precisamente, un 
incremento de TAGs también fue observado en extractos celulares de ratas ZDF por UHPLC-MS (figura 24 
B). Además, las ratas ZDF mostraban un incremento de dos de las enzimas claves en la re-esterificación, 
GPAT-1 y DGAT-1 (figura 24 C). Finalmente, otro destino de los FAs puede ser la formación de metabolitos 
lipotóxicos, como las ceramidas [154]. En este sentido, se detectó un aumento de precursores 
esfingolipídicos tales como ketoesfingosina y esfingosina en miocardios ZDF (figura 24 B). De especial 
interés, el tratamiento con eplerenona fue capaz de reducir la esteatosis miocárdica por acúmulo de TAGs 
y la expresión de FABP3, GPAT-1 y DGAT-1, así como ketoesfingosina y esfingosina en corazones ZDF 







Figura 24 - La eplerenona aminoró la esteatosis miocárdica y la reesterificación lipídica en ratas ZDF. (A) Detección 
de lípidos intracelulares mediante ORO. Se muestra un detalle ampliado del miocardio ZDF (escala 5x). (B) Mediante 
UHPLC-MS, niveles tisulares de diacilglicerol (DAG), fosfatidilcolina (PC), TAGs y ketoesfingosina, esfingosina y 
esfinganina. (C) Expresión de GPAT-1 (~90 kDa) y DGAT-1 (~52 kDa) en el modelo.*p<0.05 y **p<0,01 vs. ZL. †p<0,05 
y ††p<0,01 vs. ZDF. 
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6. La eplerenona disminuyó la asimilación y metabolismo lipídico en cardiomiocitos en 
cultivo. 
Con el fin de valorar si la eplerenona reducía la esteatosis cardiaca de modo directo sobre el 
cardiomiocito, estimulamos las células en cultivo con HF y/o eplerenona. La incubación de cardiomiocitos 
H9c2 con HF 0,12 mM indujo esteatosis celular a partir de 6 horas de incubación. Sin embargo, el 
pretratamiento con eplerenona, a una dosis de 10-6M mitigó esta acumulación lipídica (figura 25 A).  
 
Figura 25 - La eplerenona disminuyó la formación de acúmulos lipídicos y la expresión de FAT/CD36 
en cardiomiocitos estimulados con HF. (A) Detección de LD en células H9c2 y (B)  C2C12. (C) Expresión 
de FAT/CD36 [(~90 kDa (isoforma sarcolema)  y ~53 kDa (isoforma endosomal); barras sólidas y barras 





Sin embargo, datos previos sugieren que los cardiomiocitos H9c2 podrían poseer una baja expresión 
o carecer del receptor FAT/CD36 [155]. Por ello, utilizamos otra línea celular de cardiomiocitos (C2C12) con 
expresión demostrada de FAT/CD36 y metabolismo lipídico activado [156]. C2C12 presentaron igualmente 
incremento de acúmulos lipídicos (figura 25 B), así como una mayor expresión de las isoformas 
glicosilada/fosforilada de FAT/CD36 tras la estimulación con HF (figura 25 C).  
Posteriormente estudiamos los niveles de RNAm de FABP3, ACADm y ACADl (figura 26 A) así 
como la expresión proteica de las enzimas GPAT-1 y DGAT-1 (figura 26 B). Todas se encontraron 
incrementadas tras la estimulación con HF. Sin embargo, el tratamiento con eplerenona mitigó la 
acumulación lipídica así como la expresión de FAT/CD36, FABP3, GPAT-1, DGAT-1 y enzimas de la β-
oxidación ACADm y ACADl (figuras 25 y 26).  
 
Figura 26 - La eplerenona atenuó la expresión de enzimas metabólicas y de reesterificación lipídica 
en cardiomiocitos estimulados con HF. (A) Niveles de RNAm de FABP3, ACADl y ACADm. (B) Expresión 






Además, se midieron los niveles de DAG, PC, TAGs, ketoesfingosina, esfingosina y esfinganina, tal 
como se había realizado para los corazones del modelo. DAG, PC y esfingosina se encontraron 
incrementados en C2C12 tras 12 horas de exposición a HF 0,12 mM. El tratamiento con eplerenona 
disminuyó la formación de esfingosina (figura 27). Estos datos sugieren un efecto directo de la eplerenona 




Figura 27 - La eplerenona redujo los niveles de esfingosina en cardiomiocitos 
estimulados con HF. Por UHPLC-MS, niveles de DAG, PC y TAGs, y precursores 




7. La eplerenona revirtió la asimilación de glucosa en cardiomiocitos tratados con HF 
Como era previsible [157], HG no produjo esteatosis en cardiomiocitos en cultivo (no mostrado). Sin 
embargo, el exceso en el almacenaje y metabolismo lipídico inducidos por HF podrían afectar a la utilización 
de la glucosa [153]. A este respecto, se observó que tras 3 horas de estimulación con HF, los cardiomiocitos 
C2C12 mostraron un descenso significativo de la asimilación de glucosa (2-NBDG) y, de forma interesante, 






Figura 28 - La eplerenona mejoró la asimilación de glucosa en C2C12 estimuladas con HF. Tras la exposición a 
HF ± eplerenona o insulina, los cardiomiocitos se incubaron con 2-NBDG para ser detectados por citometría de flujo. 
*p<0,05 y **p<0,01 vs. control. †p<0,05 y ††p<0,01 vs. HF 
 
8. La eplerenona mejoró el estrés oxidativo sin afectar a proteínas reguladoras 
mitocondriales. 
 Finalmente, la apoptosis presente en el corazón ZDF y en cardiomiocitos expuestos a HF se ha 
relacionado también con una producción excesiva de ROS [158]. Las ratas ZDF mostraron un aumento de 
la producción de O2- a nivel citosólico (no mostrado) y, principalmente, mitocondrial (figura 29). De modo 



















Posteriormente estudiamos los niveles de proteínas reguladoras de la biogénesis mitocondrial como 
el complejo PPARα/PGC1α, y los factores de transcripción Tfam y NRF1. Ambos se encontraron reducidos 
de forma significativa en los corazones de ratas ZDF, sin embargo, tan solo PPARα fue reestablecido con 
eplerenona (figura 30). 
Figura 29 - La eplerenona disminuyó los niveles de O2- mitocondriales en ratas ZDF. La tinción con 
MitoSOX fue utilizada para detectar la producción de ROS mitocondrial. DAPI se empleó como marcador 





Figura 30 - La eplerenona restauró la expresión de PPARα en el miocardio de ratas ZDF. Niveles de proteínas 
reguladoras mitocondriales. *p<0,05 y **p<0,01 vs. control. †p<0,05 vs. HF. 
 
Estos datos fueron confirmados en cardiomiocitos en cultivo. Mediante citometría de flujo (figura 31 
A) e inmunofluorescencia (figura 31 B) se observó que células C2C12 estimuladas con HF durante tan sólo 
10 minutos presentaban un incremento en la formación de O2- mitocondrial y que el tratamiento con 







Figura 31 - Efecto anti-oxidante de la eplerenona en cardiomiocitos estimulados con HF. (A) Por citometría de 
flujo, niveles de fluorescencia de MitoSOX. (B) Mediante microscopía confocal, imágenes y cuantificación de 
cardiomiocitos incubados con MitoSOX (10 minutos) tras estimulación con HF±eplerenona. *p<0,05 y **p<0,01 vs. 




La producción de ATP también se vio reducida en cardiomiocitos estimulados con HFmientras que 
el pretratamiento con eplerenona revirtió esta acción (figura 32 A). Además, HF (0,25 mM) no alteró la 
relación PPARα/PGC1α (no mostrado), aunque sí redujo la expresión de Tfam y NRF1 (figura 32 B). De 
nuevo, la eplerenona no fue capaz de prevenir estas respuestas.  
 
 
Figura 32 - La eplerenona restauró la producción de ATP sin afectar a proteínas reguladoras 
mitocondriales. (A) Síntesis de ATP en C2C12 estimulados con HF±eplerenona. (B) Niveles 
proteicos de Tfam y NRF1 en cardiomiocitos incubados con HF±eplerenona. *p<0,05 vs. control. 




Por tanto, la eplerenona, a través del bloqueo de MR, además de prevenir la hiperlipemia, fibrosis 
e hipertrofia cardiaca podría reducir directamente la entrada de FAs en el cardiomiocito, su acumulación, y 




















En esta segunda parte de resultados, estudiamos el efecto de la sitagliptina en la patología cardiaca 
inducida por DM2. El tratamiento con eplerenona había sido capaz de reducir la lipotoxicidad en el miocardio 
DM2/obeso sin afectar a la hiperglicemia. Así, nuevas estrategias terapéuticas que pudieran regular la 
utilización de lípidos y/o glucosa, como principales substratos energéticos del corazón, podrían resultar 
beneficiosas en la mejora de la función cardiaca del paciente DM2. En este sentido, la estimulación del 
sistema incretina ha demostrado efectos hipoglicemiantes y cardioprotectores en modelos experimentales 
de isquemia-reperfusión [159], pero no se conoce al completo su acción sobre el miocardio DM2. 
1. La sitagliptina atenuó la hiperglicemia y resistencia a insulina en ratas GK 
Las ratas GK (DM2, no obesas) mostraron unos niveles circulantes elevados de glucosa y lípidos 
(Ch, TAG y FFAs) en comparación con el grupo control. Sin embargo, tras 20 semanas de tratamiento, la 
sitagliptina (10mg/Kg/día) atenuó de forma significativa la hiperglicemia, aunque no produjo cambios 
significativos en el perfil lipídico (figura 33).  
 
Figura 33 - La administración de sitagliptina redujo la hiperglicemia en ratas GK. Se 
muestran valores de glucosa y perfil lipídico circulantes, y el peso relativo del corazón 
(HW/BW). Mismas abreviaturas que en figura 14. *p<0,05 y **p<0,01 vs. Wistar; ††p<0,01 
vs.GK. 
 
La sitagliptina mejoró también la disfunción renal de las ratas GK. En este sentido, el análisis de la 
proteinuria realizado en la orina de las ratas del modelo arrojó los siguientes resultados para Wistar, GK y 
GK+Sitag., respectivamente: 1,1±0,9; 4,8±1,2 y 3,7±1,4 μg/día, p<0,05.  
Además, mediante el test de tolerancia a glucosa (OGTT) se observó que GK en ayuno mostraba 




ver 0 min). Transcurridos 15 minutos de la sobrecarga oral de glucosa, las ratas GK respondían de forma 
anómala sin incrementar los niveles de insulina y GLP-1 (figura 34 B y C), sugiriendo la existencia de 
resistencia a insulina, y el descontrol de la glicemia (figura 34 A). Sin embargo, GK tratadas con sitagliptina 
respondieron a la sobrecarga de glucosa incrementando los niveles de insulina y GLP-1 tras 15 minutos 
(figura 34 B y C) y disminuyendo la glicemia al cabo de 60 minutos (figura 34 A). Además, el índice HOMA-
IR, como medida del grado de resistencia a insulina [160], se encontró elevado en GK, y revertido con 
sitagliptina (1,03; 7,2 y 2,19 para Wistar, GK y GK + Sitag., respectivamente, p<0,01). 
 
Figura 34 - La sitagliptina aminoró la resistencia a insulina y restauró los valores de GLP-
1 plasmáticos en ratas GK. Resultados del test OGTT en los tres grupos de ratas. Valores 
plasmáticos de: (A) glucosa, (B) insulina y (C) GLP-1 antes (ayunas) y tras 15 y 60 minutos de 
sobrecarga de glucosa (G; 0,5 g/kg peso corporal). *p<0,05 y **p<0,01 vs. Wistar; †p<0,05 y 




Por otro lado, la concentración plasmática de iones Na+, Cl- y K+, y marcadores de daño renal severo 
(urea, urea nitrogenada, creatinina y albúmina) y hepático (aspartil y alanina aminotransferasas), así como 
la presión sistólica se mantuvieron dentro del rango de normalidad en todos los grupos (no mostrado).  
2. La sitagliptina mejoró la asimilación de glucosa y la disfunción diastólica del 
miocardio GK 
El descenso de hiperglicemia y resistencia a insulina producidos por la sitagliptina podrían influir en 
la asimilación de glucosa por el miocardio. Previo al tratamiento (semana 25), se inyectó [18F]-FDG a las 
ratas para visualizar por PET/CT su distribución en el miocardio. En este estadio, no se observaron 
diferencias en la asimilación de [18F]-FDG entre GK y Wistar (figura 35, izquierda). Sin embargo, justo antes 
del sacrificio (tras 45 semanas), mediante micro-PET observamos que los corazones GK mostraban un 
declive en la asimilación de [18F]-FDG, concretamente en las regiones basal y media del corazón 
(segmentos 1-12) (figura 35, derecha). El tratamiento con sitagliptina mejoró la asimilación de [18F]-FDG en 
el miocardio GK en estas mismas regiones (figura 35).  
 
 
Figura 35 - La sitagliptina aumentó la asimilación de glucosa en corazones GK. Asimilación de [18F]-FDG 
en los corazones del modelo. A la izquierda se muestran los valores de PET previos al inicio del tratamiento. A 
la derecha, los niveles tras la finalización de la administración de sitagliptina. *p<0,05 vs. Wistar. †p<0,05 vs. GK. 
 
Un defecto en la asimilación de glucosa en el corazón DM2 podría asociarse a una disfunción 
cardiaca [161]. Mediante Eco-Doppler observamos que, efectivamente, el grupo GK mostró un incremento 
significativo del grosor de la pared posterior (LVPW) y una reducción de los diámetros diastólico y sistólico 
del VI (LVDD y LVSD), característico de fenómenos de hipertrofia cardiaca, pero no se observó variación 
en la fracción de eyección. Sin embargo, se detectó una prolongación del tiempo de deceleración (Dec. T) 
y un descenso del ratio E/A, sugiriendo disfunción diastólica. De gran interés, el tratamiento con sitagliptina 






Figura 36 – La sitagliptina aminoró la disfunción diastólica en ratas GK. 
Imágenes representativas de Echo-Doppler y parámetros cardiacos para cada grupo 
de ratas del modelo. Mismas abreviaturas que en figura 16. *p<0,05 y **p<0,01 
vs.Wistar; †p<0,05 y ††p<0,01 vs. GK. 
 
3. La sitagliptina incrementó la expresión y translocación de Glut4 en detrimento de 
FAT/CD36 en el miocardio GK 
La asimilación de glucosa cardiaca podría depender de la expresión y localización de los 
transportadores de glucosa Glut4 y Glut1 [162]. Los corazones de ratas GK mostraron una reducción de los 
niveles de RNAm de Glut4 y de su presencia en el sarcolema (figura 37 A y B). El tratamiento con sitagliptina 
no modificó los niveles de RNAm de Glut4 pero restauró su translocación del citosol al sarcolema (figura 37 
A y B). Aunque Glut1 es considerado un transportador de glucosa basal, éste podría compensar el defecto 
en la translocación de Glut4, tal como ocurre en corazones hipertróficos o bajo hipertensión [163, 164]. Sin 
embargo, en GK, Glut1 parece no sufrir cambios significativos a nivel citosólico (endosomal) o del sarcolema 








Figura 37 - La sitagliptina aumentó la translocación del receptor Glut4 al sarcolema en ratas GK sin afectar a 
Glut1. Niveles cardiacos de Glut4 (~55 y 60 kDa fracción citosólica y de sarcolema, respectivamente) y Glut1 (~40 y 55 





Dado que los metabolismos de glucosa y FAs en el corazón podrían estar estrecha e inversamente 
relacionados [66], también estudiamos los niveles de FAT/CD36 en el modelo. De manera interesante, en 
GK se observó que la expresión del RNAm (figura 38 A) así como la translocación de FAT/CD36 de citosol 
a sarcolema aumentaba en el miocardio GK (figura 38 B) y, además, ambos valores fueron aminorados por 
el tratamiento con sitagliptina.  
 
 
Figura 38 - La sitagliptina disminuyó la expresión y translocación de FAT/CD36 en corazones GK. (A) Niveles de 
expresión de RNAm de FAT/CD36. (B) Expresión proteica de FAT/CD36 citosólica (~53 KDa, banda inferior) y de 









4. La sitagliptina redujo el metabolismo de FAs y mejoró la utilización de la glucosa en 
el miocardio GK 
El descenso de FAT/CD36 en el sarcolema inducido por sitagliptina podría implicar una menor 
entrada de FAs, y, por tanto, menor tasa de oxidación, resíntesis a TAGs y/o formación de metabolitos 
lipídicos. Por diversas dificultades técnicas (vida media de 11C-palmitato ~ 20 min.), no se pudo evaluar la 
entrada de FAs en el miocardio. En cambio, analizamos importantes mediadores de su transporte y 
oxidación. Efectivamente, los niveles de FABP3, elevados en GK, fueron normalizados tras la administración 
de sitagliptina (figura 39 A). La enzima carnitina palmitoil transferasa-1b (Cpt-1b), que controla la entrada 
de FAs a la mitocondria, así como ACADl y ACADm, exhibieron similar respuesta (figura 39 B).  
 
 
Figura 39 - La sitagliptina redujo la expresión de FABP3 y de proteínas de degradación de FAs en ratas GK. (A) 
Expresión proteica de FABP3. (B) Expresión de RNAm de Cpt-1b, ACADl y ACADm.*p<0,05 y **p<0,01 vs. Wistar. 





Sin embargo, la resíntesis lipídica y la formación de metabolitos lipídicos no se observó afectada 
por sitagliptina. GPAT-1 y SPTLC2, fueron atenuadas en GK pero no variaron tras el tratamiento (figura 40 
A).  
 
Figura 40 - La sitagliptina no modificó la expresión de proteínas clave de resíntesis lipídica y biosíntesis de 
ceramidas y aminoró la expresión de PDK-4 en corazones GK. (A) Expresión de GPAT-1 y SPTLC2 en el modelo 
GK. (B) Expresión de PDK-4 en el modelo GK. *p<0,05vs. Wistar. †p<0,05 vs. GK. 
 
Estos datos sugieren que la mayor parte de los lípidos asimilados por el miocardio GK podrían ser 
utilizados para la consecución de energía por β-oxidación, y la sitagliptina podría atenuar este proceso en 
favor de la degradación de glucosa. En este sentido, la enzima inhibitoria del complejo multienzimático PDH 
vinculado a la glicolisis, la piruvato deshidrogenasa kinasa-4 (PDK-4), se encontraba elevada en ratas GK 
y disminuída tras la administración de sitagliptina (figura 40 B).  
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Por tanto, la sitagliptina podría mejorar la función cardiaca del corazón DM2, no sólo mediante la 
mejora de la resistencia a insulina, sino además probablemente mediante la regulación de la asimilación y  














































Potenciales terapias frente a la miocardiopatía diabética: bloqueo del receptor 
de mineralocorticoides y estimulación del sistema incretina 
La MCD se produce como resultado de un conjunto de alteraciones funcionales y fisiológicas 
provocadas por el efecto directo de la DM sobre el corazón e independientemente de la presencia de 
afectación vascular u otra cardiopatía. El exceso de glucosa y lípidos circulantes junto a la resistencia a 
insulina periférica producen un aumento en la asimilación y utilización de FAs en detrimento de la glucosa. 
La hiperglicemia crónica está relacionada con el desarrollo de fibrosis cardiaca, enfermedad coronaria y un 
aumento del riesgo de infarto de miocardio [165]. Sin embargo, estudios clínicos recientes revelan que un 
control glicémico intenso (HbA1c<7%) no reduce la incidencia de accidentes macrovasculares ni la 
mortalidad en pacientes DM2 [166]. Por otro lado, el contenido elevado de lípidos en el músculo cardiaco y 
el consiguiente aumento de apoptosis y disfunción cardiaca son hechos característicos de la MCD humana 
y experimental [30]. Además, la esteatosis y lipotoxicidad cardiaca favorecen el desarrollo de resistencia a 
insulina en el paciente DM2, y fármacos que estimulan la secreción de insulina, como la metformina, mejoran 
el desarrollo de la MCD [9]. Estos datos sugieren la necesidad de dirigir terapias, además, hacia eventos 
no glicémicos como son la lipotoxicidad y la resistencia a insulina.  
Más allá de la función clásica de la aldosterona sobre la estimulación de la reabsorción renal de 
sodio y agua, y excreción de potasio, la aldosterona puede inducir acciones directas y tempranas en el 
corazón al unirse a los MR [100]. Entre ellas, y de modo independiente a las acciones de Ang-II, se han 
observado fenómenos de hipertrofia, inflamación y fibrosis [167]. La hipertrofia cardiaca constituye una de 
las principales respuestas del cardiomiocito que, en un principio, le permite aumentar su contractilidad. Sin 
embargo, en fases más avanzadas puede reducirse y derivar en insuficiencia cardiaca [168]. La inflamación 
promueve un aumento del reclutamiento e infiltración de células leucocitarias que, a su vez, producen más 
citoquinas pro-inflamatorias y deterioro de la función cardiaca. La fibrosis intersticial disminuye la velocidad 
de propagación del impulso cardiaco y potencia las acciones de las catecolaminas, reduciendo la actividad 
de los barorreceptores e induciendo la aparición de arritmias. En nuestro modelo, las ratas ZDF presentaron 
disfunción diastólica en paralelo a resistencia a insulina, y aumento del ratio HW/BW, incremento del grosor 
del IVS y mayor expresión de ANP, hechos característicos de hipertrofia cardiaca. ZDF presentaron también 
fibrosis intersticial y perivascular, e incremento de colágeno tipo-IV y FN-1. La hipertrofia y fibrosis de los 
cardiomiocitos podrían constituir respuestas adaptativas a la pérdida de éstos por apoptosis [36], la cual, es 
determinante en la disfunción diastólica y/o sistólica del paciente, y posterior evolución a insuficiencia 
cardiaca [169]. El cambio de sustrato energético, la sobrecarga mecánica y la lipotoxicidad asociada, así 
como la sobreactivación del sistema RAAS parecen ser los principales inductores de apoptosis en el 
cardiomiocito DM2/obeso [170]. En este sentido, las ratas ZDF y los cardiomiocitos estimulados con HF 
mostraron también apoptosis y activación de caspasa-3. Sin embargo, el tratamiento con eplerenona en 
ZDF corrigió la hipertrofia y fibrosis del VI, corroborando datos previos en MCD experimental y humana 
[149]. En el estudio EPHESUS, pacientes con disfunción sistólica de VI postinfarto recuperaron la función 





endotelial cardiovascular tras el tratamiento con eplerenona [147]. De interés, eplerenona además mostró 
un efecto anti-antiapoptótico directo que podría repercutir en la mejora de la función cardiaca de los 
animales. Sin embargo, no se conoce el efecto de la eplerenona en la regulación del metabolismo lipídico. 
La entrada de FAs al corazón no está regulada de forma hormonal, como ocurre con la glucosa, y es 
dependiente de la disponibilidad de los lípidos circulantes [171]. En esta Tesis demostramos inicialmente 
que la eplerenona redujo la hiperlipemia en ratas ZDF sin afectar a los niveles de glucosa circulantes. Datos 
similares se han encontrado en ratones DM2/obesos [172] e individuos con hipertensión [173]. Los 
mecanismos celulares por los que la eplerenona reduce la hiperlipemia son desconocidos. En este sentido, 
el tratamiento con eplerenona podría prevenir la reducción de adiponectina y aumento de leptina en el tejido 
adiposo, que influiría en la liberación de lípidos y en su absorción intestinal [172]. Además, la sobrenutrición 
crónica provoca un incremento de la concentración de FAs en plasma, debido probablemente a un aumento 
de la resistencia a insulina en el tejido adiposo [174]. En estudios experimentales [175] y clínicos [176] se 
ha demostrado que tras el bloqueo de MR se produce una mejora en la respuesta a la insulina por activación 
de la señalización a través de IRS-1 y una sobreexpresión de receptores de glucosa e insulina, aumentando 
así la entrada de glucosa en el corazón [177]. De este modo, las acciones hipolipemiantes de la eplerenona 
podrían ser debidas también a una mejora de la resistencia a insulina periférica [175]. Nosotros observamos 
una recuperación de los niveles cardiacos de IRS-1 en ratas ZDF tratadas, y una estimulación de la entrada 
de glucosa en cardiomiocitos expuestos a HF y pretratados con eplerenona. La regulación de la liberación 
de hormonas lipolíticas desde el tejido adiposo y de la translocación de receptores Glut4 cardiacos por 
eplerenona, podría ser de gran interés terapéutico. 
Consecuentemente, la disminución de la disponibilidad de lípidos plasmáticos podría provocar una 
reducción de la deposición lipídica (esteatosis) en el corazón. Sin embargo, la eplerenona podría, además, 
ejercer acciones directas sobre la utilización de FAs en el corazón. En el cardiomiocito, los FAs atraviesan 
la membrana plasmática por simple difusión, pero principalmente gracias a la proteína transportadora 
FAT/CD36 [178]. Nosotros observamos un aumento en la expresión y translocación al sarcolema de 
FAT/CD36 en ZDF así como en cardiomiocitos expuestos a HF, tal como se ha descrito en trabajos previos 
[179] [21]. Una vez en el interior celular, los FAs son esterificados y transportados hacia diferentes orgánulos 
por la proteína FABP3, cuya expresión hallamos aumentada en ratas y cardiomiocitos. Sin embargo, la 
translocación al sarcolema de FAT/CD36 así como la expresión de FABP3 se vieron aminoradas por 
eplerenona en ambos escenarios. Posteriormente, el principal destino de los FAs es su degradación 
mediante la β-oxidación. Aproximadamente el 75% del contenido de FAs citosólico se transporta a la 
mitocondria y se oxida para generar ATP [16]. En comparación con la oxidación de glucosa, la β-oxidación 
es menos eficiente [180], y además, la entrada de FAs al miocardio puede exceder la capacidad oxidativa 
y producir acumulación lipídica, lipotoxicidad y aumento de la resistencia a insulina [47]. Nosotros 
observamos un incremento de la expresión de enzimas de la β-oxidación y de la acumulación de LD 
citosólicos en ratas ZDF y en cardiomiocitos incubados con HF. Observamos, además, activación de la re-
esterificación lipídica y una acumulación de esfingosina en ambas circunstancias, lo que podría relacionarse 
con la apoptosis y disfunción cardiaca de las ratas. Sin embargo, la eplerenona redujo la cantidad de LD, la 
expresión de enzimas de re-esterificación y la formación de ceramidas in vivo e in vitro, contribuyendo así 




expresión de PPARα se encontró reducida, contribuyendo a un posible incremento del daño por esteatosis 
[153]. Sin embargo, también los niveles de PPARα estaban corregidos tras el tratamiento con eplerenona. 
 
Figura 41 - Efectos protectores de la eplerenona en el miocardio DM2/obeso. Los lípidos plasmáticos pueden 
ser asimilados como FAs y transportados a la mitocondria del cardiomiocito para la consecución de energía. Una 
sobrecarga de FAs podría causar una excesiva oxidación y producción de ROS con el consiguiente daño mitocondrial 
y apoptosis. Los FAs también pueden acumularse como TAGs y fosfolípidos (PL) en droplets lipídicos (LD) o 
desviarse hacia la síntesis de ceramidas. Además, en estas condiciones, la sobreexpresión de RAAS y aldosterona 
activaría el MR e inducir efectos genómicos y no genómicos sobre factores pro-oxidantes, -apoptóticos y -fibróticos. 
La eplerenona podría reducir las acciones asociadas a la activación de MR (7) y, además, mitigar la hiperlipemia (1), 
asimilación y transporte de FFAs (2 y 3) y formación de metabolitos tóxicos (4, 5), y  activar PPARα (6). 
 
Finalmente, el aumento de TAG, DAG y ceramidas podría estar relacionado con el daño y 
desacoplamiento mitocondrial, incrementando la producción de ROS y la entrada de Ca++ a la mitocondria 
[74]. Estudios recientes sugieren que la disfunción mitocondrial juega un papel importante en la patogénesis 
de la MCD [158]. En nuestro modelo, las ratas ZDF mostraron una excesiva producción de O2- 
principalmente a nivel mitocondrial. Sin embargo, el tratamiento con eplerenona descendió los niveles de 
O2- y recuperó la generación de ATP en ZDF y cardiomiocitos expuestos a HF. Este efecto podría deberse 
a la reducción de la lipotoxicidad y resistencia a insulina, aunque trabajos previos también han demostrado 
propiedades protectoras de la eplerenona en cardiomiocitos hiperosmóticos [181], donde factores pro-
inflamatorios y -oxidantes estarían además implicados [182]. Por otro lado, los niveles elevados de O2- se 
correlacionan con la expresión reducida del complejo PPARα/PGC-1α, estrechamente ligado a factores 
transcripcionales como Tfam y NRF1 [156]. PGC-1α se ha visto incrementado en modelos animales de 




contrario en estadios largos de DM2 [183], como ocurre en nuestro modelo. Consecuentemente, la 
eplerenona no alteró los niveles de estos reguladores mitocondriales ni en ZDF ni en cardiomiocito 
estimulado. En conjunto, en DM2/obesidad, la eplerenona podría reducir la lipotoxicidad a través del control 
directo en el cardiomiocito de la entrada y acumulación de FAs, y desvío a metabolitos secundarios. La 
eplerenona además podría contribuir a reducir los niveles circulantes de FAs mediante mecanismos aún 
desconocidos.  
De forma alternativa al bloqueo de MR y continuando con el control de la lipotoxicidad en MCD, 
existen terapias que además influyen sobre el componente glucídico. La sitagliptina, un fármaco 
antidiabético inhibidor de la enzima DPP-4, estabiliza los niveles de GLP-1 y aumenta la síntesis y liberación 
de insulina. Esto deriva en un mayor control de la glicemia y mejor asimilación de glucosa por los tejidos 
periféricos. Sin embargo, no se conoce si la sitagliptina pudiera regular directamente la entrada de glucosa 
al corazón y si este efecto pudiera repercutir en el control de la lipotoxicidad. En nuestro modelo de DM2 
crónica, las ratas GK presentaron hiperglicemia, resistencia a insulina e hiperlipemia y el tratamiento con 
sitagliptina redujo el exceso de glucosa y la resistencia a insulina y aumentó los niveles de GLP-1 circulante, 
tal como se ha descrito previamente [30]. Los niveles plasmáticos de colesterol, TAG y FAs no fueron sin 
embargo reducidos. En modelos previos de ratas GK con DM2 temprana (16 semanas), la sitagliptina fue 
capaz de aminorar los niveles de colesterol y TAGs [30]. Es posible que la rata GK con la edad y evolución 
de DM2 acumule mayor cantidad de grasa como consecuencia de alteraciones en genes relacionados con 
la adipogénesis y lipogénesis [184]. No obstante, el corazón sano adulto utiliza como fuente energética 
principal a los FAs, pero tras sufrir un daño, este equilibrio se desplaza hacia la utilización de glucosa. Sin 
embargo, en DM2, debido a la resistencia a insulina, los FAs son la única fuente energética disponible, y 
así, la translocación de receptores para glucosa y FAs al sarcolema puede alterarse [185, 186]. En 
condiciones basales, más del 90% del transportador Glut4 es almacenado intracelularmente en vesículas 
endosomales, mientras que FAT/CD36 permanece dividido entre específicos rafts lipídicos y endosomas. 
Estímulos como la insulina, la contracción muscular o activación de AMPK [187], provocan que alrededor 
del 50% del Glut4 intracelular se transloque al sarcolema al mismo tiempo que también se estimula la 
translocación de FAT/CD36 [162]. Por el contrario, Glut1 presenta una expresión constitutiva en el 
sarcolema. Nuestros datos en corazones GK muestran una disminución de la translocación de Glut4 al 
sarcolema en favor de FAT/CD36, y una reducción de la asimilación de [18F]-FDG observada por micro-
PET. En concordancia, GK también mostró incremento de expresión de FABP3, Cpt-1b, ACADm y ACADl, 
y disfunción diastólica. En relación a esto, varios autores han sugerido que un mecanismo potencialmente 
cardioprotector podría basarse en la reversión favorable de la asimilación y utilización de glucosa en 









Figura 42 – Efecto de la sitagliptina sobre los transportadores de glucosa y FAs. GLP-1 ejerce sus 
acciones a través de GLP-1R  y, de forma directa, podría aumentar el tráfico de vesículas Glut4 con el 
consiguiente aumento de su translocación en detrimento de FAT/CD36. 
 
En nuestro modelo, el tratamiento con sitagliptina aumento la asimilación de [18F]-FDG e indujo la 
translocación de Glut4 al sarcolema en detrimento de FAT/CD36. La sitagliptina además redujo la expresión 
cardiaca de transportadores de FAs y enzimas de la β-oxidación, sin afectar a los niveles de proteínas de 
síntesis de ceramidas, y así, posiblemente, mitigando la lipotoxicidad y disfunción cardiaca asociada. La 
inhibición de la DPP-4 ha demostrado tener un papel cardioprotector de forma tanto dependiente como 
independiente de insulina a través de la estabilización de GLP-1 seguido de la activación de sus receptores 
GLP-1R pancreáticos y cardiacos, respectivamente [30, 189, 190]. Nosotros sugerimos además que GLP-
1 podría aumentar de forma directa la entrada de glucosa en el cardiomiocito mediante la translocación de 
Glut4 al sarcolema en detrimento de FAT/CD36, resultando en un aumento de la eficiencia energética y en 




























1. La acumulación lipídica intramiocárdica en DM2 y obesidad podría jugar un papel importante en 
la patogénesis de la miocardiopatía diabética asociada. 
2. La eplerenona podría reducir la hiperlipemia y la resistencia a insulina, la esteatosis cardiaca así 
como la acumulación de especies reactivas de oxígeno y ceramidas en el corazón DM2/obeso. 
3. Además de su efecto hipoglucemiante, la sitagliptina, podría mejorar la función diastólica en el 
miocardio DM2 aumentando la presencia de Glut4 en la membrana en detrimento de FAT/CD36.  
 
Nuestros datos sugieren la importancia de incidir en el control de la lipotoxicidad cardiaca del paciente 
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